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第１章 緒 論
牛乳は良質のタンパク質を含有しているだけでな
く，脂肪，炭水化物，ミネラルおよびビタミン類を
も豊富に含有する完全食品?????であり，牛乳中の成
分比率および生産地によって微妙に風味の相違が生
じる複雑な食品である???。牛乳は直接飲料として利
用されるだけでなく様々な食品に加工され親しまれ
ている。例えば，牛乳を主原料として牛乳の加工特
性を巧みに利用して製造される代表的な食品にチー
ズが挙げられる。チーズにはレンネットを使用した
西洋型と使用しない東洋型?????が存在するが，一般
的には西洋型をチーズと呼んでいる。（チーズ（ナ
チュラル）とは）我が国の厚生労働省による乳およ
び乳製品の成分規格等に関する省令，すなわち，乳
等省令によると，「ナチュラルチーズは乳を乳酸菌で
発酵させ，または乳に酵素を加えてできた凝乳から
乳清を除去し，固形状にしたもの，またはこれらを
熟成したもの」と定義されている???。しかし，国際的
なチーズの定義と認められている国際連合の FAO/
WHOが定めた国際規格???によると，ナチュラル
チーズという呼称は見当たらない。ナチュラルチー
ズという呼称は国際的に通用するものではなく，我
が国特有の表現であり，国際的に通用するのはチー
ズである??。我が国の1997年度チーズ総消費量は約
22万トンに達している。特にナチュラルチーズの伸
びが顕著で，1985年度はナチュラルとプロセスの比
率は４対６であったものが，1997年度はナチュラル
が11.5万トンと，プロセスの10.8万トンを初めて
上回った。このように今後，増々チーズの需要が強
まることが期待される。
チーズには熟成を必要としないクリームチーズな
どの種類もあるが，多くはゴーダチーズやチェダー
チーズのように数カ月の熟成を必要とする。熟成を
必要とするチーズには脂肪以外の重量中の水分含量
によって，軟質から特別硬質まで５段階の名称（第
１用語）が国際規格で定められている???。我が国では
明確ではないが，国際規格に準じて軟質系および硬
質系として区別しているのが現状である。これらの
チーズは主原料となる乳の種類，使用する乳酸菌ス
ターターや製造工程の違い，カビなどの使用の有無
などによってそれぞれ特有の風味や組織を呈してい
る。チーズの主原料である牛乳の一般的な構成成分
は，脂肪3.6％，タンパク質3.2％，乳糖4.6％およ
び灰分0.7％である?????。タンパク質はカゼインとホ
エータンパク質に大別され???，カゼインはタンパク
質の約80％を占めるタンパク質の主要成分であ
る???。このカゼイン中約10％のκ－カゼインが，そ
の105残基目のフェニルアラニンと106残基目のメ
チオニンのペプチド結合に対して高い親和性を示す
レンニン（キモシン）によって加水分解され，疎水
性の高いパラκ－カゼインと，親水性の高いマクロ
ペプチドになる。この結果，牛乳は凝固する。凝固
したもの（カード）からホエーを除去すると，乳糖
とホエータンパク質の大部分がホエー中へ移行する
ため，チーズ中の主な構成成分はカゼインと脂肪に
なる。チーズは熟成中に主として乳酸菌由来のプロ
テアーゼによるタンパク質分解の作用が働き，カゼ
イン分子のペプチド結合がエンドペプチダーゼに
よって先ず切断され，高分子のペプチドが生成する。
次いで，次から次へとエンドペプチダーゼにより低
分子のペプチドへと分解され，最終的にはエキソペ
プチダーゼによりアミノ酸となる???。このように，
チーズのタンパク質分解過程は，複数のエンドペプ
チダーゼおよびエキソペプチダーゼが複雑に作用し
て行われる結果であるということが，チーズ熟成中
の タ ン パ ク 質 分 解 に 関 す る 数 多 く の 研
究????????????????????????によって明らかにされてい
る。
本研究は，新しいタイプの硬質系チーズ製造技術
の確立に関するものである。一般的に硬質系チーズ
製造は，原料乳の殺菌，冷却から始まり，乳酸菌お
よび凝乳酵素の添加，カードの切断，撹拌，加温，
ホエー排除，予備圧搾，本圧搾および加塩を経て熟
成という一連の工程をたどる。よって，種類の異なっ
たチーズはそれぞれ異なった製造工程により製造さ
れている。このような観点から，２種類の硬質系チー
ズの特徴を有した新しい硬質系チーズ製造を目的と
して，先ず，硬質系チーズの２種類を選定し，試作
製造を行い，製造工程について追求した。硬質系チー
ズの製法は前述のように，それぞれの固有のチーズ
を製造するために確立されている。本研究では，２
種類の硬質系チーズ（ゴーダチーズとチェダーチー
ズ）を製造の途中で本圧搾により混合することなく
重ね合わせて複合型チーズとして熟成を行った。こ
のようにして製造した複合型チーズについての研究
は他に見当たらない。そこで，製造工程中の酸度と
pHの変化を調べ，さらに，複合型チーズのゴーダ側
とチェダー側について熟成中における生菌数の変
化，pH，水溶性窒素および非タンパク態窒素を測定
し，さらに，高速液体クロマトグラフィーより各種
有機酸の変化を調べた。次に，SDSゲル電気泳動法
および尿素ゲル電気泳動法を用いてタンパク質分解
の電気泳動的観察を行い，２次元電気泳動法よりタ
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ンパク質の分解の程度を追求した。さらに，遊離ア
ミノ酸の定量および各 pHにおける酵素活性の測
定，各種試薬を使用してタンパク質の溶解性を測定
することによってタンパク質分子の結合性について
検討した。また，複合型チーズの物性について，レ
オメーターによる引張および切断試験の測定を行っ
た。なお，これらの化学的分析に加え，チーズの評
価を知るための官能検査をも実施した。
第２章 複合型チーズ製造の試み
第１節 緒 言
近年日本におけるナチュラルチーズ（以後，チー
ズと称す）の消費量は年々上昇しており，今後さら
に伸びる可能性を示している。全世界で実在する
チーズは主要なものだけで約400種類に達し，細分
すれば約2,000種類を越すとも言われている???。現
在，一般的に良く知られているチーズとしてゴーダ，
エダム，チェダー，エメンタールチーズの他に，内
部に青カビを使ったブルーチーズや，表面に白カビ
を接種したカマンベールチーズ，また，表面に白カ
ビ，内部に青カビを使用したタイプや，表面にライ
ネンス菌を塗抹した後，表面を洗浄して熟成させた
タイプなどがある。また，本研究に似た変わったタ
イプとしてイギリスには，チェダーチーズの内部を
くり抜き，そこへ熟成中期のブルーチーズを入れて
から熟成させた特殊な種類のチーズもある。一般的
に，チーズに共通しているのは，それぞれのチーズ
が特有な製造工程によって製造されていることであ
る。その結果，その品種に特有な風味および組織を
持ったチーズができあがる。
そこで，先ず，２種類の硬質系チーズの特徴を有
した新しい硬質系チーズの試作を目的として，２種
類のチーズを選定して試作製造を試み???????，製造
工程中での酸度および pHの変化を測定した。
第２節 実 験 方 法
第１小節 原料乳およびスターターの調製
本研究に使用した生乳は，酪農学園大学付属農場
第１牛舎のホルスタイン牛の無調整新鮮混合乳100
kg（乳脂肪3.80％，無脂乳固形分8.72％）をクラ
リーファイヤー（岩井機械工業，AMC-1300型）で
清浄化した後，原料乳として供した。また，CHR.
HANSEN社 DRIVAC.CH-normal-01を10％還元
脱脂乳にて10代継代培養したシードカルチャーか
らバルクスターターを調製した。なお，それぞれの
コントロールチーズ製造に供した原料乳は，７日後
の無調整新鮮混合乳を使用した。
第２小節 製 造 工 程
我が国において代表的な硬質系チーズであるゴー
ダチーズと，世界的にみて消費量が多いチェダー
チーズの２種類を，複合型チーズの構成チーズと定
め，（前小節によって処理した）無調整新鮮混合乳
100kgを用いて，Fig.1で示した一般的なゴーダ
チーズ製造工程に従って製造した。すなわち，原料
乳をプレート式熱交換機（岩井機械工業，B-3161型）
を使用して72℃にて15秒間殺菌後，直ちに30℃に
冷却し，チーズバット（縦130cm，横70cm，深さ
50cm）に入れて30℃に保持した。次に，原料乳に対
してスターター１％，塩化カルシウム0.01％および
レンネット（CHR.HANSEN社HA-LA）0.03％に
なるように撹拌しながら静かに加え，カード形成す
るまで静置した。カード形成後，0.5cm幅のカード
ナイフを用いて形成したカードを切断し，撹拌を
行った。その後，容積が３分の１になるようにチー
Fig.1.Manufacturing procedure of the composite 
cheese. Composition of raw milk: fat
 
3.8%,solid not fat 8.72%,specific gravity
 
1.0325, acidity 0.135%, Composite cheese
 
size:20 cm× 30 cm× 8 cm.
岡 崎 良 生4
ズホエーを排除し，70℃の温水を用いて１℃/３min
の速度で38℃まで温度を上昇させてクッキングを
行った。クッキング終了後，ホエーを排除し，２つ
の工程に分けた。一方は，チェダリング，ミリング
そしてカード重量の２％の加塩を行うチェダーチー
ズ工程，他方は，バット内圧搾，型詰め（縦20cm，
横30cm，高さ14cm）そして予備圧搾のゴーダチー
ズ工程へそれぞれ移行した。次に，予備圧搾が終了
したゴーダチーズの上に，加塩が終了したミリング
カードを加えて本圧搾を行い，２種類のチーズ，す
なわち，ゴーダチーズおよびチェダーチーズをひと
つの形（複合型チーズ）に形成させ，一方がゴーダ
チーズ（ゴーダ側），他方がチェダーチーズ（チェダー
側）とした。その後，複合型チーズのゴーダ側だけ
をブラインに浸す方法で12時間加塩を行い，表面を
乾燥させた。その後チーズを10等分にして酢酸系ビ
ニールのコーティングを施し，温度８℃湿度85％に
て120日間熟成を行った。コントロールとしては第
１小節で述べた原料乳とスターターを用いて，それ
ぞれ一般的な製造工程???????によりゴーダおよび
チェダーチーズの製造を行った。チーズは製造後一
定期間（30，60，90および120日）熟成した後，そ
れぞれを中心部分からくさび形に10等分した。その
後真空パックして直ちに－40℃のフリーザーに移
し，実験に供試する迄－40℃で保存し，熟成の進行
を停止させた。なお，熟成０日は熟成室に入れてい
ないものである。チーズの分析に際してはくさび形
の試料全体を細切し，十分に混合したものから一定
量を試料として採取した。
第３小節 酸度の測定
製造工程中の原料乳およびチーズホエーの酸度
は，乳酸表示法???に準じて下記の方法で行った。
試料を8.8ml牛乳用ホールピペットで採取し，等
量の蒸留水で希釈後，１％フェノールフタレイン溶
液を約0.5ml加えて0.1Ｎ水酸化ナトリウム溶液
で滴定を行い，30秒間微紅色の消失しない点を終点
として，次式により乳酸酸度（％）を算出した。測
定は２回行い，その平均値を結果として示した。
乳酸酸度(％）＝
0.1Ｎ水酸化ナトリウム滴定値×0.009
試料の容積×比重
????????????????
第４小節 pHの測定
製造工程中の原料乳およびチーズホエーの pH変
化は，ガラス電極法???により，試料を採取して直接
pHメータ （ー堀場製作所，F-7LC）で測定を行った。
測定は３回行い，その平均値を結果として示した。
第３節 製 造 工 程
硬質系チーズの代表であるゴーダチーズはオラン
ダ原産で，風味はマイルド，快いクリーミーな舌ざ
わりでバターのような味を持っているチーズであ
る。一方，チェダーチーズも硬質系チーズであり，
イギリス原産の豊満，ナッティーでほどよい酸味を
持っている。この両チーズは世界中で人気を得てい
るチーズであるが，我が国においてはゴーダチーズ
が好まれている。この２種類のチーズを混合融解す
ることなく製造工程中で重ね合わせ，両チーズの特
性を持ったチーズ製造法を試みた。
原料乳の殺菌からホエー排除までゴーダチーズの
製造工程に準じて行い，以後，各チーズの工程へ移
行した後，予備圧搾を終了したゴーダチーズ上に，
加塩の終了したミリングカードを加えたところを
Fig.2に示し，Fig.3には，そのミリングカードを加
え終えたところを示した。また，本圧搾が終了して
型枠より取り出したところを Fig.4に示した。取り
出したチーズの角の部分を取り除いて形を整え，
ゴーダ側のみブライン法で加塩を行ったところを
Fig.5に示した。原料乳100kgから縦20cm，横30
Fig.3. Adding milled Cheddar cheese curd on the 
pre-pressed Gouda cheese.…(2)
Fig.2. Adding milled Cheddar cheese curd on the 
pre-pressed Gouda cheese.…(1)
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cm，高さ８cmの長方形の複合型試作チーズ２個
（１個4.5kg）ができた。
一般的に硬質系チーズはレンネット凝固したカー
ドを集め，型枠に入れて圧搾し，ホエーを排除して
から湿塩法あるいは乾塩法??によって食塩をチーズ
に添加して発酵，熟成させている。この様な方法に
よって製造される各種硬質系チーズは，一般にその
チーズ特有の製造方法によってのみ製造されてい
る。本研究で使用された複合型チーズの基となる
ゴーダとチェダーチーズを選定した第１要因は，
ゴーダチーズが湿塩法（ブライン法）によるのに対
し，チェダーチーズが乾塩法によって加塩するとい
う点である。また，チェダーチーズのミリングカー
ドは，塩濃度５％程度でタンパク質が可溶化する???
ため，ゴーダチーズとの接合面の接着性を向上させ
るものと考えたからである。スターターは４種混合
の乳酸球菌を使用したが，これは，一般的にゴーダ
チーズ製造に使用される混合菌株である???。試作製
造工程中の加温は温水を用いて行うゴーダチーズ製
造法???に準じて行った。この方法はカード中に残存
している乳糖をより多くホエー中に移行させ，乳酸
発酵を抑制させる???利点が知られているが，一方で
は，温水添加量によってはチーズ品質に影響???のお
よぶことが知られているので，これを十分考慮に入
れて試作を行った。
以上の操作において，試作した複合型チーズ製造
工程の製造上における大きな障害となる点は見当た
らず，本試作法は有効な製造工程であることが推察
された。
第４節 酸度の変化
複合型チーズ製造工程中，スターター添加からホ
エー排除までの酸度変化を Fig.6に示した。乳酸菌
の乳酸発酵が進むに従って酸度は上昇した。
スターター添加前の酸度は0.12％であり，スター
ター添加90分後のそれは0.14％であった。塩化カ
ルシウムおよびレンネットを添加後，凝乳の形成が
確認され，カード切断を行ったときのホエー酸度は
0.10％であり，その後，それぞれの工程へ移行して
ゴーダ側の予備圧搾が終了したときのホエー酸度は
0.26％，一方，チェダー側チェダリングが終了した
ときのホエー酸度は0.60％であった。
チーズ製造工程中での酸度変化に関して多数の報
告?????があり，製造工程中の酸度測定は，次の工程
へ移るときの指標の一つであると考えられる。複合
型チーズはそれぞれの製造工程経過において，酸度
の測定値が異常値を示すことなく順調な酸生成が行
われたことが確認された。
第５節 pHの変化
複合型チーズ製造工程中，スターター添加からホ
エー排除までの pH変化を Fig.7に示した。pHは，
酸度の変化とは逆に乳酸菌の乳酸発酵が進むに従っ
て低くなった。
スターター添加前の原料乳 pHは6.65であり，ス
ターター添加90分後のそれは6.41であった。塩化
カルシウムおよびレンネットを添加後，凝乳の形成
が確認され，カード切断を行ったときのホエー pH
 
Fig.4. Double-layered composite cheese after press 
ing.
-
Fig.5. Salting of the Gouda side of the composite 
cheese.
Fig.6. Changes in acidity during manufacturing of 
the experimental cheese.
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は6.38であり，その後，それぞれの工程へ移行して
ゴーダ側の予備圧搾が終了したときのホエー pHは
5.78，一方，チェダー側チェダリングが終了したと
きのホエー pHは5.60であった。
チーズ製造工程中での pH変化に関して多数の報
告???????があり，製造工程中の pH測定は，酸度測定
同様，次の工程へ移るときの指標の一つであると考
えられる。この様なことから複合型チーズ製造中，
それぞれの製造工程経過において，pHの測定値が
正常であることから順調な酸生成が行われたことが
確認された。
第６節 小 括
硬質系チーズのゴーダおよびチェダーチーズの２
種類のチーズを選定し，これらの２種類のチーズを
混合することなく重ね合わせる複合型チーズを，
ゴーダチーズ製造工程から開始してホエー排除以
後，それぞれの工程へ移行し，本圧搾でひとつのブ
ロックに仕上げる製造法を試み，製造工程の検討と
製造工程中の酸度および pHの変化について解析を
行い，次の結果を得た。
⑴ ゴーダチーズ製造工程に準じて製造を進め，ホ
エー排除以後，それぞれ２種類の製造工程に分け，
その後，本圧搾により２種類のチーズをひとつのブ
ロックに形成し，100kgの原料乳から縦20cm，横
30cm，高さ８cmの長方形の複合型チーズ２個（１
個4.5kg）ができた。
⑵ 複合型チーズ製造工程では，製造工程での各段
階において，障害となる問題点は見当たらず，有効
な製造方法であることが判った。
⑶ 複合型チーズ製造工程により製造されたチーズ
は，製造工程中の酸度および pH測定から異常な乳
酸発酵過程をたどるものではないことが確認され
た。
⑷ 複合型チーズとして製造することにより，２種
類のチーズが新しい特性を有するチーズになること
の可能性を示唆した。
第３章 酸生成細菌数の測定
第１節 緒 言
一般的にチーズは，レンネット，牛乳およびスター
ター由来の多くの乳酸菌によりチーズ成分が分解し
てチーズ特有の味や芳香を生成する。高藤???は，Str.
lactisと Str. cremorisについて菌体抽出液を調製
してタンパク質分解作用を調べ，至適 pHが6.0付
近であること，至適温度が30℃付近であること，全
カゼインからの分解物は低分子ペプチド・アミノ態
窒素が主であることを明らかにした。チーズ熟成中
の乳酸菌の役割については，このように数多くの研
究が行われている?????????。
そこで，複合型チーズ熟成中の乳酸菌の挙動を調
べる目的で，酸生成生菌数の測定を行った???。
第２節 実 験 方 法
第１小節 試 料
実験に用いた複合型チーズおよびコントロールの
ゴーダとチェダーチーズは，第２章，第２節，第１
小節および第２小節に記載した方法により製造した
ものを使用した。
第２小節 酸生成生菌数の測定
試料チーズ３gを 量し，滅菌生理食塩水27ml
を加え乳鉢にて十分混和したものを常法の希釈平板
培養法で測定した。培養条件は次の通りである。
BCP加プレートカウント寒天培地（栄研化学㈱）
を用い，チーズ中で最優勢な乳酸菌の多くが生育し
やすい28℃にて72時間培養???し，その培地の黄変
したコロニー数を計測した。測定は２回行い，その
平均値を結果として示した。
第３節 乳酸菌数の変化
熟成期間中における複合型チーズの酸生成生菌数
の測定結果を Fig.8に示した。これによると，複合
型チーズのゴーダ側およびチェダー側は，コント
ロールのゴーダおよびチェダーチーズと比較して少
し低い値で推移した。熟成０日目から120日目まで
の変化は，複合型チーズのゴーダ側では4.6×10?/g
から8.8×10?/g，チェダー側では6.0×10?/gから
4.6×10?/gであった。コントロールのゴーダチーズ
では5.9×10?/gから1.0×10?/g，チェダーチーズ
では7.5×10?/gから2.8×10?/gであった。コント
ロールのゴーダチーズと複合型チーズのゴーダ側を
比較すると，ゴーダ側では熟成60日目までやや減少
Fig.7. Changes in pH during manufacturing of the 
experimental cheese.
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傾向を示し，さらに，熟成90日目頃まで少し増加し
た後，減少する傾向であったが，ゴーダチーズでは
熟成60日目を境として，初期には増加傾向を示し，
後期には減少する傾向を示した。一方，コントロー
ルチェダーチーズと複合チーズのチェダー側を比べ
ると，後者では熟成日数が進むにつれて減少する傾
向が顕著であったが，チェダーチーズでは熟成30日
目まで増加傾向を示し，その後の熟成120日目まで
緩やかな減少傾向を示した。
チーズの熟成は温度，湿度，水分，pH，カード中
の微生物および酵素などによって影響を受け，出来
上がったばかりのチーズ（グリーンチーズ）には乳
酸菌スターターやレンネットを含む乳由来の各種酵
素などが取り込まれる???。Fig.8に示した酸生成生
菌数の変化をみると，複合型チーズのゴーダ側およ
びチェダー側の熟成期間中の生菌数の変化は，コン
トロールのゴーダおよびチェダーチーズに比べて全
体的にやや低く推移してはいるが，Scott???が報告
している硬質系チーズ熟成中の微生物の増減とほぼ
同様な挙動を示している。
第４節 小 括
複合型チーズ熟成期間中の乳および乳酸菌スター
ター由来の酸生成生菌数の測定を行い，以下の結果
を得た。
⑴ 複合型チーズ熟成０日目から120日目までの生
菌数の変化は，ゴーダ側では4.6×10?/gから8.8×
10?/g，チェダー側では6.0×10?/gから4.6×10?/g
であった。
⑵ 複合型チーズのゴーダ側での生菌数は熟成60
日目までやや減少し，続いて熟成90日目頃まで徐々
に増加した後，減少する挙動を示した。一方，チェ
ダー側は熟成期間中，熟成日数が進むにつれて減少
する傾向を示した。
第４章 pHおよび各形態窒素量の変化
第１節 緒 言
硬質系チーズは通常４から６カ月の熟成が必要と
される。この熟成期間中にレンネットおよび乳酸菌
由来の酵素によるタンパク質分解作用が働き，最終
的に低分子のアミノ酸に変化して行く。チーズ熟成
中におけるタンパク質分解酵素の主要な働きである
低分子窒素化合物の生成については多くの研究があ
り?????????，Griponら???は，P.caseicolumからの菌
体外中性プロテアーゼを原料乳に添加して製造した
熟成40日目の無菌チーズにおいて，α??およびβ－
カゼインは共に分解されることから，レンネットの
みで製造したチーズにおけるカゼイン分解には酵素
が重要な役割を果たしていることを報告した。Van
 
der Zant and Nelson???は，牛乳中に増殖した Str.
lactisの細胞フリー抽出液中に存在する細胞内ペプ
チダーゼの性質をジペプチドとトリペプチド基質を
用いて調べた。このようなスターター乳酸菌由来の
タンパク質分解酵素の働きに関する研究は古くから
数多く報告されている????????。
本実験は，熟成中のタンパク質分解作用の挙動を
知る目的の一環として，複合型チーズのゴーダ側お
よびチェダー側のそれぞれについて pH，全窒素量，
水溶性窒素量およびトリクロル酢酸（TCA）可溶性
窒素量の測定を行った?????。
第２節 実 験 方 法
第１小節 試 料
実験に用いた複合型チーズのゴーダ側とチェダー
側，およびコントロールのゴーダ並びにチェダー
チーズは，第２章，第２節，第１小節および第２小
Fig.8. Changes of acid forming bacteria during 
ripening of Gouda side and Cheddar side
 
of the composite cheese and control
 
Gouda and Cheddar cheeses.
Symbols are △, ▲, ○, ● for control
 
Gouda,Gouda side,control Cheddar,and
 
Cheddar side,respectively.
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節に記載した方法により製造したものを使用した。
第２小節 pHの測定
複合型チーズの pHは，試料チーズ12gに蒸留水
40mlを加えて乳鉢で十分すりつぶした後，東洋濾
紙No.2で濾過し，その濾液を pHメータ （ー堀場製
作所，F-7LC）で測定した。測定は５回行い，その平
均値を結果として示した。
第３小節 窒 素 成 分
第１項 全 窒 素 量
複合型チーズの全窒素量の測定は，試料チーズ
0.5g中の窒素量をケルダール法で測定し，その値
を全窒素量とした。測定は５回行い，その平均値を
結果とした。
第２項 水溶性窒素量
複合型チーズの水溶性窒素量の測定は，試料チー
ズ50gに50℃の温湯400mlを加えて乳鉢で磨砕
し，50℃の温浴で20分間温めた後，ゆっくり混合し
ながら 1N HClを加えて pHメーターで pHを
4.4???に調整した。生じた沈殿物を東洋濾紙No.2
で濾別し，少量の蒸留水でリンス後，濾液を500ml
に定容した。この500ml中の窒素量をケルダール法
で５回測定を行い，その平均値を結果とした。また，
全窒素量に対する水溶性窒素量の百分率を熟成率???
として示した。
第３項 12％TCA可溶性窒素量（非タンパク態
窒素量）
第２項の水溶性窒素量を分析した試料（500ml定
容）の10mlに24％TCA溶液を10ml加えて混合
し，TCA最終濃度を12％となるように調整した。室
温に数時間放置し，生じた沈殿物を東洋濾紙No.3
で濾別し，その濾液中の窒素量をケルダール法で５
回測定し，その平均値を12％TCA可溶性窒素量と
した。
第３節 pHの変化
熟成期間中における複合型チーズの pHの変化を
Fig.9に示した。複合型チーズの熟成０日目から
120日目までのゴーダ側では，5.12から5.21へ，
チェダー側では，5.09から5.12へとそれぞれ緩や
かに pHが上昇した。対照のコントロールチーズで
は，ゴーダチーズが5.19から5.31へ，また，チェ
ダチーズでは，5.00から5.15へと複合型チーズと
同様な傾向を示した。
牛乳中の乳糖はチーズホエーへ大半が移行し，約
１から２％がチーズ中に残存する。残存した僅かな
乳糖は乳酸菌によって乳酸に変化し，乳酸は酸度を
上昇させ，pHを下げる作用がある。一方，生成した
乳酸はカルシウムと結合して乳酸カルシウムの形で
チーズ中に存在している。遊離の乳酸が減少する結
果，熟成日数が進むに従ってチーズの pHは徐々に
上昇する。しかし，pHの上昇は乳酸が乳酸カルシウ
ムに変化する過程だけの影響を受けるのではなく，
熟成過程における生成物の影響，さらには酵母や酵
素反応系が複雑に相互作用する???ことも影響する。
複合型チーズの熟成中における pHの変化は，複
合型という今までにない環境下での熟成過程である
ために，コントロールチーズと比較してゴーダ側で
は，約0.8程度低く推移し，チェダー側では，約0.7
程度逆に高く推移した。熟成日数が進むに伴い pH
が上昇する傾向は，複合型チーズのゴーダ側および
チェダー側共に，コントロールチーズと同様な傾向
を示した。
第４節 各形態窒素量の変化
熟成期間中における複合型チーズの水溶性窒素量
の全窒素量に対する比，すなわち，熟成率を Fig.10
に示した。ゴーダチーズおよびチェダーチーズの熟
成率（熟成４カ月）は，それぞれ約30％???および約
26％??であると報告されているが，複合型チーズの
熟成０日目から120日目までの熟成率の変化は，
ゴーダ側で約４％から約23％へ，チェダー側で約
４％から約24％へとそれぞれ上昇した。対照のコン
トロールチーズのそれは，ゴーダチーズの約４％か
ら約27％へ，チェダーチーズでは約４％から約28％
への上昇であった。コントロールチーズと複合型
チーズを比較すると，複合型チーズでは熟成30日目
から120日目まで常にコントロールよりも低い値を
Fig.9 . Changes in pH of Gouda side and Cheddar 
side during ripening of the composite cheese.
Symbols are ○,△,●, ▲ for Gouda side,
Cheddar side, control Gouda, and control
 
Cheddar,respectively.
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示した。また，ゴーダ側およびチェダー側双方の複
合型チーズにおいて，熟成30日目から60日目まで
は急速に熟成率が上昇したが，その後は増加速度が
緩やかになった。この傾向はコントロールチーズと
同様な傾向であった。
全窒素量に対する12％TCA可溶性窒素量の割合
は，ゴーダおよびチェダーチーズの熟成４カ月では，
それぞれ21.8％および23.9％であると報告???され
ているが，Fig.11に示した本実験の全窒素量に対す
る12％TCA可溶性窒素量の割合は，複合型チーズ
の熟成０日目から120日目までのゴーダ側では，
3.5％から18.5％へ，チェダー側では，3.3％から
21.3％へと上昇した。一方，コントロールチーズの
それは，ゴーダチーズが3.5％から20.7％へ，チェ
ダーチーズが3.4％から22.5％へそれぞれ上昇し
た。
チーズは，熟成日数が進むに従ってタンパク質が
分解されて単純な窒素化合物，すなわち，プロテオー
ス，ペプトン，アミノ酸およびアンモニアに変化し
て行き，不溶性の成分がある程度まで可溶性に変わ
る???。本実験において複合型チーズの熟成率および
12％TCA可溶性窒素量の変化が，コントロール
チーズと比較して低く推移することは，複合型チー
ズは単独で製造したコントロールチーズと異なった
窒素化合物の生成作用が働くためであると考えられ
る。
本実験の結果では，複合型チーズにおいてコント
ロールチーズと比べて，熟成率および12％TCA可
溶性窒素量が低く推移する傾向が認められたが，極
めて低い値ではないことから，これが異常な熟成過
程であることを示すものではないと推察された。
第５節 小 括
複合型チーズの熟成中におけるタンパク質分解作
用の程度を知る目的で，pH，全窒素量，水溶性窒素
量および12％ TCA可溶性窒素量を調べ，以下の結
果を得た。
⑴ 熟成中の pHは熟成初期より緩やかに上昇し，
熟成日数120日目においては，ゴーダ側で5.21，
チェダー側で5.18を示した。
⑵ 熟成日数120日目における熟成率は，ゴーダ側
で23％，チェダー側で24％であった。また，全窒素
量に対する12％ TCA可溶性窒素量の割合は，ゴー
ダ側で18.5％，チェダー側で21.3％であった。
以上の測定結果から，複合型チーズの熟成過程は
正常と認められた。また，熟成率および12％TCA可
溶性窒素量が，コントロールチーズと比較して低く
推移することは検討しなければならない課題ではあ
るが，複合型チーズが熟成中に特徴ある挙動を示す
ことが明らかになった。
第５章 有機酸の消長
第１節 緒 言
熟成を必要とする硬質系チーズでは発酵過程が最
も重要とされる。一般に，チーズの熟成は初期の物
Fig.10. Changes in maturity index of Gouda 
side and Cheddar side during ripening
 
of the composite cheese.
Symbols are ○,△,●, ▲ for Gouda
 
side,Cheddar side,control Gouda,and
 
control Cheddar,respectively.
maturity index: water soluble nitro
 
gen/total nitrogen× 100.
-
Fig.11. Changes  in non-protein-nitrogen
(NPN)of Gouda side and Cheddar side
 
during  ripening  of the composite
 
cheese.
Symbols are ○,△,●, ▲ for Gouda
 
side,Cheddar side,control Gouda,and
 
control Cheddar,respectively.
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理的変化および長期間の化学的な変化が生じる中
で，特に微生物などによる総合的な作用により風味
および組織が形成される。これらの作用を受ける主
な成分は，炭水化物，タンパク質および脂肪である???
ことが知られている。また，チーズは製造する地域
の気候風土や製造技術が風味に対して多大な影響を
与え，同じ種類のチーズでも常に一定の品質および
成分組成を示すとは限らないものである。
本実験は，熟成，すなわち，発酵過程において生
成される風味成分の前駆物質である有機酸の消長を
調べる目的で，複合型チーズ熟成中の各種有機酸含
量を高速液体クロマトグラフィ （ーHPLC）を使用し
て検討した?????。
第２節 実 験 方 法
第１小節 試 料
実験に用いた複合型チーズのゴーダ側とチェダー
側，およびコントロールのゴーダ並びにチェダー
チーズは，第２章，第２節，第１小節および第２小
節に記載した方法により製造したものを使用した。
第２小節 有機酸の測定
試料チーズ５gにアセトニトリル20mlと蒸留水
５mlを 加 え，ホ モ ゲ ナ イ ザー（E x c e l-
autohomogenizer）により13,000rpmで５分間粉
砕乳化した。その後，冷却遠心機（Kubota,20000T）
を使用して４℃にて3,000rpmで５分間遠心分離
を行い上澄液を得た。この上澄液の10μlをHPLC
の試料とした。分析には日本分光社のHPLC
（UVIDEC-100-V）を使用した。カラムはスルフォン
酸型の陽イオン交換樹脂（昭和電工，Lonpac C-811）
で，カラムジャケットには60℃の温水を循環させ
た。検出器は可変紫外分光光度計で，波長220nmに
おける吸収を測定した。尿酸は，リテンションタイ
ムが蟻酸と重なるので，260nmで測定を行った。流
速は１ml/minで，移動相は0.1％リン酸溶液で行っ
た。各種有機酸の同定は，それぞれの標準有機酸リ
テンションタイムとの一致から同定した。また，定
量は各種有機酸の検量線を用いて含量を算出した。
測定は３回行い，その平均値を結果として示した。
第３節 各種有機酸の変化
複合型チーズの熟成中における各種有機酸含量の
変化を示すクロマトグラムを Fig.12に，また，コン
トロールチーズのゴーダおよび複合型チーズのゴー
ダ側熟成中の各種有機酸のクロマトグラムを Fig.
13に示し，コントロールチーズと複合型チーズの各
種有機酸含量は Table1および Table2にそれぞれ
示した。ピーク番号とそのリテンションタイムは，
溶出順に１，オロット酸：９分44秒，２，ピルビン
酸：10分53秒，３，乳酸：14分22秒，４，酢酸：
16分29秒，５，プロピオン酸：18分53秒をそれぞ
れ示している。この他に微量ではあるが，尿酸：14
分８秒が確認された。
複合型チーズの熟成期間中に増加した有機酸は，
チェダー側の酢酸およびプロピオン酸であった。前
者では960ppmから1,160ppmへ，後者では900
ppmから1,500ppmへと増加したが，他の有機酸，
すなわち，オロット酸，ピルビン酸，および乳酸は
ほぼ同じ含量で推移した（Table2）。一方，ゴーダ側
では５種類の有機酸全てが熟成期間中顕著に減少し
た（Table1）。また，コントロールとしてのゴーダ
チーズと複合型チーズのゴーダ側，コントロールと
してのチェダーチーズと複合型チーズのチェダー側
をそれぞれにおいて比較すると，ゴーダ側では初期
値（０日目）が全体的に高い傾向を示し，熟成後期
にはオロット酸，酢酸，およびプロピオン酸がコン
トロールよりも減少する傾向を示したが（Table1），
チェダー側では初期値のレベルにコントロールとの
大きな差は認められず，熟成の進行に伴ってコント
ロールチーズとほぼ同様な傾向を示した（Table2）。
チーズ発酵の過程では，乳糖が加水分解によりグ
ルコースとガラクトースに分解され，これらが中間
Fig.12. Typical chromatogram of standard organic 
acids by High Pressure Liquid Chromato
 
graphy(HPLC).
Peaks are① Orotic acid,② Pyruvic acid,
③ Lactic acid, ④ Acetic acid and ⑤
Propionic acid.
-
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Fig.13. Chromatograms of organic acids in Gouda side and Cheddar side of the 
composite sheeses by High Pressure Liquid Chromatography(HPLC).
Peaks are 1.Orotic acid,2.Pyruvic acid,3.Lactic acid,4.Acetic acid and
 
5.Propionic acid. Gouda side ripened 30,60,90 and 120 days are①,②,
③ and④,respectively. Cheddar side ripened for 30,60,90 and 120 days
 
are⑤,⑥,⑦ and⑧,respectively.
Table 2. Changes in organic acid contents in Cheddar side of the composite cheese and in
 
control Cheddar cheese.
Control Cheddar  Cheddar side
 
Ripening period (days) 0  30  60  90  120  0  30  60  90  120
 
Lactic acid (%) 0.78 1.08 1.11 0.84 1.05  1.26 1.15 1.08 1.04 1.02
 
Orotic acid (ppm) 12 6 5 6 8 12  12  10 6 13
 
Pyruvic acid (ppm) 30  41  60  56  45  30  30  28  29  30
 
Acetic acid (ppm) 950  950 1020  660 1020  960 1020 1050 1000 1160
 
Propionic acid (ppm) 1200 1200 1400 1800 1700  900 1200 1320 1440 1500
 
Table 1. Changes in organic acid contents in Gouda side of the composite cheese and in
 
control Gouda cheese.
Control Gouda  Gouda side
 
Ripening period (days) 0  30  60  90  120  0  30  60  90  120
 
Lactic acid (%) 0.92  0.88  0.85 0.82 0.72  1.80 0.73 0.38 0.53 0.43
 
Orotic acid (ppm) 12  12  12  12  6  84  30  24  18  12
 
Pyruvic acid (ppm) 72  30  36  38  60  300  120  72  40  70
 
Acetic acid (ppm) 900  965 1020  960  950  1200 1050 1030  750  600
 
Propionic acid (ppm) 900 1080 1200 1260 1210  1080 1020  780  900  820
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物質であるピルビン酸を経由して乳酸に，さらに，
プロピオン酸，酢酸へと変換される。また，クエン
酸から造られるピルビン酸，グルコースから造られ
る酢酸なども知られている????。各種有機酸含量の変
化について Table1および Table2に示したよう
に，コントロールとしてのゴーダチーズでは，熟成
が進むにつれて乳酸およびピルビン酸が減少し，逆
に，プロピオン酸および酢酸が増加した。チェダー
側ではプロピオン酸が顕著に変化し，酢酸も増加し
た。ゴーダ側では乳酸，ピルビン酸，プロピオン酸，
オロット酸および酢酸の全てが減少した。このこと
は，複合型チーズの発酵過程がゴーダチーズあるい
はチェダーチーズとは異なった発酵過程をたどるた
めであると考えれば説明できる。また，第４章の各
形態窒素量および後述する第６章のタンパク質分解
にも共通して当てはまることであるが，チーズ中に
は可溶性物質を運搬する自由水???があり，可溶性窒
素化合物はこの自由水によりカード中に分散すると
言われる。分散された窒素化合物は酵素系によって
相互に反応し合い，さらに，脂肪酸，含硫化物，カ
ルボニル化合物およびアルコールなどの風味成分へ
と変化する???。このことから推察すると，複合型チー
ズではゴーダ側およびチェダー側の自由水が微妙に
混合し合って複雑に融合したために，有機酸含量の
推移がコントロールとは違う形を示したものと考え
られる。
第４節 小 括
複合型チーズの熟成過程における各種有機酸量の
変化について，高速液体クロマトグラフィーを使用
して分析を行い，以下の結果を得た。
⑴ 熟成日数が進むに従って複合型チーズのゴーダ
側において酢酸，プロピオン酸，オロット酸，ピル
ビン酸および乳酸が，減少し，逆に，チェダー側に
おいては酢酸およびプロピオン酸が増加した。
⑵ 複合型チーズをコントロールチーズと比較する
と，複合型チーズのゴーダ側では，オロット酸，酢
酸およびプロピオン酸が，また，チェダー側では乳
酸が，熟成日数が進むにつれてそれぞれコントロー
ルの傾向に反して減少した。
第６章 タンパク質分解と電気泳動的変化
第１節 緒 言
チーズは熟成中に乳成分が分解してそのチーズ特
有の味および芳香を呈するが，特にタンパク質分解
は様々なタンパク質分解酵素が関与する極めて複雑
な反応系である。このタンパク質分解がチーズの風
味や組織形成に大きな影響を与える。チーズ熟成中
におけるタンパク質の１次分解は，主に電気泳動法
を用いて解析が行われている。Lindqvist and Storg
 
a°rds???は，移動界面電気泳動法を用いて完熟した
チーズのカゼインについて分析を行った。この結果，
カゼインの電気泳動的変化から，α型熟成（α－カゼ
インが主に分解されるチーズ），β型熟成（β－カゼ
インが主に分解されるチーズ）およびＮ型熟成（非
特異的にカゼインが分解されるチーズ）に分類した。
その後，ポリアクリルアミドゲルを用いるゾーン電
気泳動法の進展と共に，数多くのチーズ中における
カゼイン変化が明らかにされてきた??????。そこで，
本研究では複合型チーズ熟成中のタンパク質の分解
を調べる目的で，ドデシル硫酸ナトリウム（以後，
SDSと略す)―ポリアクリルアミドゲル電気泳動法
および尿素系電気泳動法によりタンパク質の分解を
検討した?????。また，ペプチド（組織構造）の変化を
探る目的で，２次元電気泳動を行った???。
第２節 実 験 方 法
第１小節 試 料
実験に用いた複合型チーズのゴーダ側とチェダー
側，およびコントロールのゴーダ並びにチェダー
チーズは，第２章，第２節，第１小節および第２小
節に記載した方法により製造したものを使用した。
第２小節 SDS－ポリアクリルアミドゲル電気泳
動（SDS－PAGE）
SDS－ポリアクリルアミドゲル電気泳動は
Laemmli???の方法に準じて行った。すなわち，試料
チーズ５gを乳鉢で十分に磨砕し，その10mgを試
料緩衝液（pH6.8に調製した62.5mM トリスヒド
ロキシメチルアミノメタン（以後，トリスと略す）/
塩酸緩衝液中に各最終濃度30％のグリセロール，
２％の SDSおよび0.2M の２－メルカプトエタ
ノールを含む混合液）20μlを加えて撹拌した。その
後，100℃にて５分間煮沸を行い，冷却して泳動用試
料とした。用いたゲル濃度は濃縮用として，2.5％
SDS－ポリアクリルアミドを使用した。また，分離
用として，11％SDS－ポリアクリルアミドを使用し
た。電極槽液は，0.1％ SDS－トリス/グリシン緩衝
液（pH8.3）を使用した。スラブ式電気泳動装置（ア
トー，AE-6200）を使用して濃縮ゲルを150V，分離
ゲルを200Vの定電圧で180分間泳動を行った。そ
の後，0.05％クーマシーブリリアントブルー R-250
を含むメタノール：酢酸：蒸留水＝３：２：25で
30分間染色を行い，メタノール：酢酸：蒸留水＝
３：２：25の脱色液にて脱色を行った。
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第３小節 尿素ポリアクリルアミドゲル電気泳動
(Urea－PAGE）
乳鉢で十分磨砕した試料チーズ0.1gを，７M 尿
素と0.2M ２－メルカプトエタノールを含む５
mM リン酸緩衝液（pH7.6）10mlに溶解したもの
を泳動試料とし，Davis???の尿素系電気泳動法に準
じ，７M 尿素を含むスラブ式7.5％ポリアクリルア
ミドゲルで泳動した。
第４小節 ２次元電気泳動
試料チーズ約10gを乳鉢で十分磨砕し，その0.1
gを７M 尿素を含む５mM リン酸緩衝液（pH7.6）
10mlに溶解した。１次元目の泳動はその30μlを試
料として，Davis???の尿素系ディスク電気泳動法に
準じて行った。すなわち，（ディスクは）内径３mm，
外径５mm，長さ130mmのガラス管を用い，ディス
ク電気泳動装置（日本エイド社製，NA-1313）によ
り，200Vの定電圧で80分間の泳動を行った。泳動
の後，ガラス管よりゲルを取り出し，ゲル容積の30
倍容量の0.2M ２－メルカプトエタノール，１％
SDSおよび40％グリセロールを含む62.5mM ト
リス－塩酸緩衝液（pH6.8）に浸し，55℃で30分間
放置して SDS処理を行った。続いて，この SDS処
理したディスクゲルをスラブゲル上部に置き，１％
の SDSと0.2M の２－メルカプトエタノールを含
む62.5mM トリス－塩酸緩衝液（pH6.8）に溶解し
た１％アガロース溶液で固定し，第６章，第２節，
第２小節に記載した SDS-PAGEの方法により２次
元目の電気泳動を行った。
第３節 タンパク質（カゼイン）の分解
熟成中におけるカゼインの SDS電気泳動的変化
を Fig.14および Fig.15に示した。複合型チーズと
コントロールチーズはほぼ同様な電気泳動図を示し
た。また，複合型チーズのゴーダ側およびチェダー
側共に，熟成30日目から120日目にかけて，α?－カ
ゼインの方がβ－カゼインよりも速く分解された。
また，複合型チーズのゴーダ側およびチェダー側の
いずれにおいてもα?－カゼインおよびβ－カゼイ
ンの分解が，各熟成日数において常に対応する各コ
ントロールチーズよりも低く推移した。κ－カゼイ
ンは，製造直後の０日目においてレンネットの作用
により分解され，パラ－κ－カゼインの生成してい
ることが確認された。また，全ての熟成段階におい
て，κ－カゼインの分解により生じたパラ－κ－カゼ
イン（分子量12,000）は殆ど減少を示さなかった。
このことは，パラ－κ－カゼインが熟成期間中にタ
ンパク質分解作用を受けないという報告???と一致
する。
チーズ中のタンパク質の主成分はカゼインであ
り，このカゼイン分子のペプチド結合がチーズ中の
エンドペプチダーゼにより切断されて，高分子のペ
プチドが生成する。その後，数種類のエンドペプチ
ダーゼにより低分子のペプチドに分解され，エキソ
ペプチダーゼによってアミノ酸になる。この過程の
Fig.14. Slab SDS-polyacrylamide gel electrophoresis of Gouda side of the composite 
cheese and control Gouda cheese.
Lane-1,raw milk;Lanes-2～6,Gouda side ripened for 0,30,60,90 and 120
 
days;Lanes-7～11,control Gouda ripened for 0,30,60,90 and 120 days.
岡 崎 良 生14
前者を１次分解，後者を２次分解と呼んでいる。１
次分解の解析は主に電気泳動法を用いて行われ，ポ
リアクリルアミドゲルの開発と共に数多くのチーズ
中の１次分解が研究されている?????。また，それ以前
に行われた移動界面電気泳動法による研究から，
チーズの熟成はα－カゼインが主に分解されるα
型熟成とβ－カゼインが主に分解されるβ型熟成
の２つのパターンがあることが報告されている???。
本実験の電気泳動図の結果から，複合型チーズの
ゴーダ側およびチェダー側のいずれも硬質系チーズ
にみられるα－カゼインが主に分解する???α型熟
成チーズであることが認められた。次に，Urea－
PAGEによる電気泳動図を Fig.16および Fig.17
に示した。その結果，コントロールのゴーダおよび
チェダーチーズと複合型チーズのゴーダ側および
チェダー側のいずれにおいても，α??－カゼインおよ
びβ－カゼインは，熟成の進行に伴って分解速度に
差が見られるものの，共に減少しており，特にα??－
カゼインの顕著な分解が見られた。また，熟成が進
むにつれてα??－カゼインおよびβ－カゼインの減
少と同時に数本の分解産物と思われるバンドが出現
した。それらの分解産物，すなわち Fig.16および
Fig.17のａ部分はα??－カゼインから分解された
α??－?カゼイン???，同ｂ部分はβ－カゼインから分
解されたγ（γ?，γ?，γ?)－カゼイン???に相当するこ
とが，それぞれのバンドの位置から推定された。ま
た，それぞれのチーズにおいて熟成30日目以降には
α??－?カゼインよりも移動度の大きいバンド，すな
わち各図のｃ部分が熟成の進行と共に多く認められ
た。
酸性ミルクプロテアーゼによるカゼインの分解に
ついて報告している上野川???によると，チーズ熟成
中において酸性ミルクプロテアーゼはα??－カゼイ
ン，β－カゼインおよびκ－カゼインのいずれにも
作用し，α??－カゼインの場合にはα??－?カゼイン
を生成するという。また，Fox and Guineyはα??－
カゼインにレンネットを作用させると，α??－?カゼ
インが最初に生成される???ことを明らかにし，Hill
らはこの成分がα??－カゼインのＮ末端より23，24
番目の Phe??-Phe??のペプチド結合が切断されてで
きたもの???で，α??－カゼインの24番目→ 199番目
のフラグメントに相当することを示した。また，こ
の結合の切断速度はκ－カゼインにおける Phe???-
Met???の切断速度の約１/100である???という。さ
らに，長時間作用させることによって他のペプチド
結合も切断されるということがMulvihill  and
 
Fox???によって報告されている。
本実験では複合型チーズのタンパク質分解につい
てUrea－PAGEで分析を行った結果，複合型チー
ズのゴーダ側およびチェダー側において，α??－カゼ
インはβ－カゼインよりも速やかに分解されたこと
から，SDS－PAGEの結果と同様，ゴーダチーズを
はじめとする硬質系チーズの多くに見られる主に
α??－カゼインが分解されるα型熟成タイプ???の特
Fig.15. Slab SDS-polyacrylamide gel electrophoresis of Cheddar side of the compos 
ite cheese and control Cheddar cheese.
Lane-1,raw milk;Lanes-2～6,Cheddar side ripened for 0,30,60,90 and 120
 
days;Lanes-7～11,control Cheddar ripened for 0,30,60,90 and 120 days.
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徴を示した。また，主に前述した酸性ミルクプロテ
アーゼやキモシンにより，チーズ中のそれぞれのカ
ゼインに対し作用し，α??－カゼイン→α??－?カゼ
インの変換が認められた。また，コントロールのゴー
ダチーズと複合型チーズのゴーダ側およびコント
ロールのチェダーチーズと複合型チーズのチェダー
側を比較してみると，α??－カゼインのバンドはそれ
ぞれの複合型チーズにおいてコントロールチーズよ
り濃い傾向を示した。このことは，各コントロール
チーズよりタンパク質分解の進行度合いが遅いこと
を示唆しているが，このことは，第４章において複
合型チーズがコントロールチーズと比較し，熟成率
および12％TCA可溶性窒素量が低く推移すること
と一致する。一方，β－カゼインにレンネットを作用
させた場合，Creamerら???はフラグメントβ－?，
β－?およびβ－?が順次生成することを明らかに
しているが，複合型チーズの場合も電気泳動図の移
動度からそれらに相当すると思われるバンドが認め
Fig.16. Slab urea-polyacrylamide gel electrophoresis of Gouda side of the composite 
cheese and control Gouda cheese.
Lane-1,raw milk;Lanes-2～6,Gouda side ripened for 0,30,60,90 and 120 days;
Lanes-7～11,control Gouda ripened for 0,30,60,90 and 120 days. a,b and c:See
 
the text.
Fig.17. Slab urea-polyacrylamide gel electrophoresis of Cheddar side of the composite 
cheese and control Cheddar cheese.
Lane-1,raw milk;Lanes-2～6,Cheddar side ripened for 0,30,60,90 and 120
 
days;Lanes-7～11,control Cheddar ripened for 0,30,60,90 and 120 days. a,
b and c:See the text.
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られた（Fig.16と Fig.17）。また，それぞれのバン
ドの濃度から熟成日数が進むにつれてタンパク質分
解が少しずつ進行していることも確認された。以上
のことを総合してみると，複合型チーズの熟成中に
おけるタンパク質分解の電気泳動的変化から，これ
らは硬質系チーズの特徴を持ったα型熟成チーズ
であること，熟成の進行に伴ってカゼインの減少と
低分子のバンドが増加することが明らかになった。
第４節 電気泳動的観察によるペプチドの変化
複合型チーズが熟成してどのようなペプチドが遊
離するのか，120日熟成の試料を用いて２次元電気
泳動法を試みた。Fig.18に生乳を試料とした泳動図
を，Fig.19から Fig.22にコントロールのゴーダお
よびチェダーチーズと複合型チーズのゴーダ側およ
びチェダー側のパターンを示した。
熟成によって生じた各スポットについてコント
ロールの両チーズと複合型チーズを比較して見る
と，ゴーダチーズ（［Ａ＝Fig.19］）上に矢印で示し
た４カ所のスポットは，複合型チーズのゴーダ側
（［ａ＝Fig.20］）上には現れていない。しかも，複合
型チーズのゴーダ側には矢印で示した［Ａ］には認
められない２カ所のスポットが新たに出現した。一
方，チェダーチーズ（［Ｂ＝Fig.21］）上の矢印のス
ポットは，複合型チーズのチェダー側（［ｂ＝Fig.
22］）上になく，代わって，複合型チーズのチェダー
側に矢印で示した新たなスポットが出現した（Fig.
22）。
このように，コントロールチーズと比較して複合
型チーズには，熟成の進行に伴ってカゼインが分解
されて生じたペプチドと考えられる新たなスポット
が出現したが，これは複合型チーズとして熟成させ
ることによって特異的に生じたものであると推察さ
れる。
第５節 小 括
複合型チーズの熟成中におけるタンパク質分解の
基本的な変化を知る目的で，SDS－ポリアクリルア
ミドゲル電気泳動法および尿素系電気泳動法により
検討した。また，複合型チーズの熟成120日目のペ
プチド形成について，２次元電気泳動法を行い，以
下の結果を得た。
⑴ 複合型チーズのカゼイン分解は，ゴーダ側およ
びチェダー側共に各コントロールチーズよりも分解
速度が遅いことが認められた。
⑵ 複合型チーズのゴーダ側およびチェダー側にお
けるカゼインの分解は，α??－カゼインがβ－カゼイ
ンよりも速く分解するα型熟成チーズであること
が認められた。このことは，複合型チーズが硬質系
チーズの特徴を持った乳酸菌による熟成チーズであ
ることを示している。
⑶ 複合型チーズの熟成進行に伴ってカゼインの減
少と低分子のバンドが増加した。すなわち，ゴーダ
側およびチェダー側のいずれにおいても，熟成期間
中α??－カゼインがα??－?カゼインに変換され，ま
たβ－カゼインの分解による数本のバンドが確認さ
Fig.18. Two-dimensional electrophoresis of raw milk.
First-dimensional:urea-disc PAGE. Second-dimensional:SDS-PAGE.
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れた。
⑷ コントロールのゴーダおよびチェダーチーズ
と，複合型チーズのゴーダ側およびチェダー側を熟
成120日で比較すると，複合型チーズのゴーダ側で
２カ所，チェダー側で１カ所に新しいスポットが認
められた。
⑸ ⑷の結果から，複合型チーズは単独で製造され
たコントロールのゴーダおよびチェダーチーズと比
較した場合，熟成過程に差があるものと推察された。
Fig.20. Two-dimensional electrophoresis of 120 day-ripened Gouda side of the 
composite cheese.
First-dimensional: urea-disc PAGE. Second-dimensional: SDS-PAGE.
Small arrows are explained in the text.
Fig.19 . Two-dimensional electrophoresis of 120 day-ripened control Gouda cheese.
First-dimensional: urea-disc PAGE. Second-dimensional: SDS-PAGE.
Small arrows are explained in the text.
岡 崎 良 生18
第７章 遊離アミノ酸組成の検討
第１節 緒 言
チーズ熟成の過程は，タンパク質の主要成分であ
るカゼイン分子のペプチド結合が，先ず，チーズ構
成成分に含まれるエンドペプチダーゼによって切断
され，高分子のペプチドが生成する。これはさらに，
エンドペプチダーゼの作用により低分子のペプチド
に分解され，次いで，エキソペプチダーゼの作用に
よりアミノ酸が生成する???。すなわち，チーズ中のタ
Fig.21. Two-dimensional electrophoresis of 120 day-ripened control Cheddar 
cheese.
First-dimensional: urea-disc PAGE. Second-dimensional: SDS-PAGE.
Small arrow is explained in the text.
Fig.22. Two-dimensional electrophoresis of 120 day-ripened Cheddar side of the 
composite cheese.
First-dimensional: urea-disc PAGE. Second-dimensional: SDS-PAGE.
Small arrow is explained in the text.
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ンパク質は熟成過程の複雑な分解作用を受け，アミ
ノ酸へと変化して行く。
このことから，複合型チーズ熟成中におけるアミ
ノ酸の生成を把握する目的で，熟成期間中の遊離ア
ミノ酸組成を調べた???。
第２節 実 験 方 法
第１小節 試 料
実験に用いた複合型チーズのゴーダ側とチェダー
側，およびコントロールのゴーダ並びにチェダー
チーズは，第２章，第２節，第１小節および第２小
節に記載した方法により製造したものを使用した。
第２小節 遊離アミノ酸の定量
遊離アミノ酸組成は，Kosikowskiの方法???に準
じ，下記のように試料を調製して行った。
試料チーズ２gに50℃の温湯30mlを加え，ホモ
ジナイザーで均質化後，50mlに定容した。これを
75℃で５分間加熱した後，沈殿を濾別し，濾液の３
倍量のエタノールを加え，生じた沈殿を濾別して除
タンパクを行った。次いで，この濾液30mlを乾固す
るまで真空濃縮し，乾固した試料を0.02N塩酸溶
液に溶解して10mlに定容した。この溶液を試料と
して，日立アミノ酸自動分析計（L-8800型）に20μl
を注入し，遊離アミノ酸の定量を行った。測定は３
回行い，その平均値を結果として示した。
第３節 遊離アミノ酸の変化
遊離アミノ酸組成をアミノ酸自動分析装置を用い
て測定した。試料チーズ１g当たりの遊離アミノ酸
含有率を定量するための各種標準アミノ酸のクロマ
トグラムを Fig.23および Fig.24に示した。コント
ロールのゴーダチーズと複合型チーズのゴーダ側の
結果を Table3，コントロールのチェダーチーズと
複合型チーズのチェダー側の結果を Table4にそれ
ぞれ示した。遊離アミノ酸の定量を行った結果は，
いずれのチーズからも16種類のアミノ酸が検出さ
れた（Table3，Table4）。多くのアミノ酸は熟成期
間の進行に伴って経時的に増加し，全てのチーズに
おいて熟成60日目から90日目にかけて遊離アミノ
酸の増加が著しかった。検出されたアミノ酸の中で，
ロイシン，グルタミン酸，バリンおよびフェニルア
ラニンは０日目から含有率が高く，これらのアミノ
酸は熟成の進行と共に含有量が急増したが，複合型
チーズのゴーダ側のチロシンおよびチェダー側のセ
リン，アラニン，メチオニンおよびイソロイシンは，
熟成90日目から120日目にかけて含量が減少した。
このことは，複合型チーズが前述したように，水溶
性窒素量や非タンパク態窒素量がコントロールチー
ズよりも低い値を示したこと，２次元電気泳動法に
よって新しいスポットが認められたことなどから，
複合型チーズ独特の環境および発酵過程の差による
ためであると考えられる。複合型チーズのゴーダ側
およびチェダー側の熟成120日目における総アミノ
Fig.23. Chromatogram of standard amino acids by amino acid analyzer.
Peak numbers are ① aspartic acid, ② threonine, ③ serine, ④
glutamic acid,⑤ glycine,⑥ alanine,⑦ valine,⑧ methionine,⑨
isoleucine, ⑩ leucine, ? tyrosine, ? phenylalanine, ? lysine, ?
histidine,? arginine.
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酸含有量は，それぞれ14.00mg/gおよび11.54
mg/gであった。また，総アミノ酸含有量は複合型
チーズの両側共に各コントロールチーズと比較して
低い値を示した。
ゴーダおよびチェダーチーズなどの細菌熟成型硬
質系チーズの熟成過程におけるタンパク質分解は，
レンネット由来のプロティナーゼとスターター由来
の乳酸菌および乳由来によるペプチダーゼの関与に
より行われる。チーズ熟成過程ではスターター由来
のプロティナーゼの活性は弱く，主としてレンネッ
トやペプシンといった凝乳剤のもつプロティナーゼ
（エンドペプチダーゼ）がタンパク質を分解してペプ
チドを生成する。次いで，スターター由来の乳酸菌
のペプチダーゼ（エキソペプチダーゼ）がペプチド
に作用し，オリゴペプチドやアミノ酸を生成する。
チーズ熟成中における遊離アミノ酸の蓄積について
Peterson and Sjostrom???やO’keefeら???は，チー
ズ中での乳酸菌数が90％近く減少した時点でス
ターター由来の乳酸菌のペプチダーゼ活性が高ま
り，それに伴って12％ TCA可溶性窒素量が増大す
ることを報告し，乳酸菌ペプチダーゼはチーズ内に
おけるアミノ酸遊離に対して関連性の大きいことを
明らかにしている。このように，遊離アミノ酸の蓄
積はチーズの旨味に直接関与するばかりでなく，芳
香成分の前駆体にもなっている重要な成分である。
Jarretらもまた，アミノ酸の供給源としてのペプチ
ドの分解にスターター由来の乳酸菌のペプチダーゼ
が強く関与することを述べている???。複合型チーズ
による本実験結果についても，レンネット由来酵素
により生じたペプチドが，スターター由来の乳酸菌
および乳由来の複数のエキソペプチダーゼによっ
て，チーズ熟成中にアミノ酸へと分解することが推
定された。しかし，単独で製造した各コントロール
チーズと比較した場合，遊離アミノ酸の形への分解
パターンの異なることが明らかになった。
第４節 小 括
複合型チーズ熟成期間中の遊離アミノ酸量をアミ
ノ酸自動分析装置を用いて定量し，以下の結果を得
Fig.24. Chromatogram of standard proline by 
amino acid analyzer. An arrow indicates
 
proline peak.
Table 3. Changes in free amino acid contents (mg／g cheese) of control Gouda cheese and Gouda side of the
 
composite cheese ripened for 0,30,60,90 and 120 days.
Control Gouda  Gouda side
 
0 days  30 days  60 days  90 days  120 days  0 days  30 days  60 days  90 days  120 days
 
Asp  0.04  0.07  0.13  0.17  0.18  0.04  0.07  0.12  0.18  0.20
 
Thr  0.06  0.15  0.26  0.37  0.40  0.04  0.13  0.24  0.29  0.34
 
Ser  0.07  0.17  0.31  0.44  0.48  0.04  0.14  0.23  0.36  0.35
 
Glu  0.43  1.24  2.15  2.76  2.95  0.26  0.50  1.72  1.73  2.31
 
Pro  0.23  0.28  0.52  0.69  0.81  0.21  0.30  0.57  0.68  0.80
 
Gly  0.03  0.10  0.20  0.30  0.32  0.05  0.08  0.21  0.22  0.30
 
Ala  0.12  0.21  0.35  0.44  0.47  0.07  0.18  0.25  0.39  0.38
 
Val  0.27  0.61  1.32  1.72  1.93  0.11  0.60  1.21  1.68  1.89
 
Met  0.06  0.14  0.29  0.43  0.47  0.04  0.22  0.26  0.37  0.38
 
Ile  0.13  0.22  0.41  0.56  0.63  0.04  0.17  0.22  0.31  0.37
 
Leu  0.52  1.57  2.79  3.44  3.69  0.32  1.36  2.11  3.06  2.98
 
Tyr  0.25  0.40  0.72  0.99  1.11  0.16  0.32  0.34  0.67  0.54
 
Phe  0.29  0.91  1.49  1.79  1.92  0.17  0.81  1.25  1.66  1.75
 
Lys  0.26  0.45  0.83  1.18  1.29  0.20  0.39  0.71  0.86  1.00
 
His  0.05  0.07  0.12  0.17  0.19  0.04  0.05  0.10  0.11  0.13
 
Arg  0.12  0.16  0.15  0.22  0.21  0.06  0.31  0.35  0.25  0.28
 
Total  2.93  6.75  12.04  15.67  17.05  1.85  5.63  9.89  12.82  14.00
 
0 days:green cheese before ripening
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た。
⑴ 遊離アミノ酸定量では，ロイシン，グルタミン
酸，バリンおよびフェニルアラニンは０日目から含
有量が高く，これらのアミノ酸は熟成の進行と共に
増加した。
⑵ ゴーダ側のチロシンおよびチェダー側のセリ
ン，アラニン，メチオニンおよびイソロイシンは，
熟成90日目から120日目にかけて含量がわずかに
減少した。
⑶ 熟成120日目の総アミノ酸含有量は，複合型
チーズのゴーダ側では14.00mg/g，チェダー側では
11.54mg/gであった。また，全期間を通して総アミ
ノ酸含有量は，両側共に各コントロールチーズと比
較して低い値で推移した。
第８章 タンパク質分解酵素活性の検討
第１節 緒 言
一般的にチーズの熟成は，レンネットおよび牛乳
由来のタンパク質分解酵素，スターター由来の乳酸
菌により進行することはよく知られている。高藤???
は，乳酸菌スターター無添加カマンベールチーズお
よびレンネット失活カマンベールを試作し，これら
のチーズと対照チーズのタンパク質分解物を比較
し，チーズ熟成中のタンパク質分解過程におけるス
ターターのカビおよび乳酸菌とレンネットの作用を
調べた。その結果，レンネットによりα?－カゼイン
が，熟成20日以降カビプロテアーゼによりβ－カゼ
インが分解され，これらの分解物はスターターの乳
酸菌のタンパク質分解作用により速やかに低分子ペ
プチドおよびアミノ酸に分解されることを明らかに
した。このようにチーズの熟成において，タンパク
質分解作用は不可欠な要素であり，タンパク質分解
による窒素化合物や苦味ペプチドの生成について多
数の研究がある?????????????????。
そこで，複合型チーズ熟成中において，牛乳およ
びスターター由来の乳酸菌がどのような酵素的性質
を有しているのかを調べる目的で，複合型チーズ熟
成中のチーズ抽出液を用いてカゼインに対する作用
を調べた?????。
第２節 実 験 方 法
第１小節 試 料
実験に用いた複合型チーズのゴーダ側とチェダー
側，およびコントロールのゴーダ並びにチェダー
チーズは，第２章，第２節，第１小節および第２小
節に記載した方法により製造したものを使用した。
第２小節 チーズ抽出液の調製
Petersonら???および Baribo and Foster??の方法
に準じて，下記のようにチーズ抽出液を調製した。
乳鉢に試料チーズ10gと蒸留水40mlを入れ十
分混和し，100mlに定容後，3,000rpm５分間遠心
分離して上澄液を得た。この上澄液をチーズ抽出液
として酵素反応に供した。
Table 4. Changes in free amino acid contents (mg/g cheese)of control Cheddar cheese and Cheddar side of the
 
composite cheese ripened for 0,30,60,90 and 120 days.
Control Cheddar  Cheddar side
 
0 days  30 days  60 days  90 days  120 days  0 days  30 days  60 days  90 days  120 days
 
Asp  0.03  0.05  0.08  0.15  0.19  0.03  0.04  0.05  0.13  0.13
 
Thr  0.04  0.09  0.12  0.22  0.32  0.05  0.07  0.15  0.23  0.25
 
Ser  0.04  0.10  0.19  0.32  0.48  0.05  0.08  0.16  0.31  0.27
 
Glu  0.39  0.82  0.52  1.68  1.75  0.39  0.54  1.05  1.30  1.87
 
Pro  0.13  0.18  0.26  0.46  0.56  0.09  0.15  0.31  0.36  0.47
 
Gly  0.01  0.06  0.07  0.19  0.23  0.05  0.05  0.14  0.17  0.25
 
Ala  0.07  0.15  0.24  0.35  0.48  0.09  0.14  0.19  0.35  0.29
 
Val  0.21  0.56  0.69  1.52  1.56  0.15  0.34  0.53  1.00  1.28
 
Met  0.04  0.09  0.16  0.31  0.43  0.04  0.08  0.15  0.30  0.27
 
Ile  0.07  0.10  0.17  0.32  0.44  0.06  0.09  0.13  0.27  0.23
 
Leu  0.44  1.25  1.51  3.05  3.43  0.43  0.77  1.08  1.86  2.61
 
Tyr  0.15  0.23  0.38  0.63  0.92  0.14  0.19  0.19  0.30  0.56
 
Phe  0.26  0.87  1.00  1.92  1.92  0.24  0.50  0.58  0.98  1.55
 
Lys  0.16  0.28  0.43  0.78  1.05  0.20  0.24  0.45  0.72  0.81
 
His  0.03  0.04  0.05  0.10  0.13  0.04  0.05  0.08  0.09  0.15
 
Arg  0.09  0.19  0.29  0.17  0.29  0.09  0.20  0.35  0.19  0.55
 
Total  2.16  5.06  6.16  12.17  14.18  2.14  3.53  5.59  8.56  11.54
 
0 days:green cheese before ripening.
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第３小節 チーズ抽出液のタンパク質分解酵素活
性の測定
高藤と菊池ら???の方法に準じて，下記のごとく
行った。
カゼイン（関東化学㈱，乳製カゼイン）を100ml
容ビーカー７個にそれぞれ0.6gを 取し0.05M
 
Na?HPO?溶液80mlに溶解後，５N Ｈ?PO?を用
いて，pHを4.0，4.5，5.0，5.5，6.0，6.5，7.0に
調整した。次いで，それぞれを100ml容メスフラス
コに移し，蒸留水を用いて各100mlに定容して基質
溶液とした。この基質溶液５mlと 同 pHの
McIlvaine緩衝液（0.1M クエン酸および0.2M
 
Na?HPO?を含んだ溶液）１ml，チーズ抽出液２ml
を加え，５N Ｈ?PO?を用いて pHを4.0，4.5，5.0，
5.5，6.0，6.5，7.0に再調整後，蒸留水を加えて全
量を10mlとして40℃で24時間反応させた。24時
間後，反応溶液に等量の0.4M トリクロル酢酸溶液
を加え，混合して反応を停止させた。その後，40℃
に20分間保持して生じた沈殿を東洋濾紙No.3に
て濾別し，除タンパクを行った。この濾液１mlに，
アルカリ液（0.55M Na?CO?）５ml，発色剤（メル
ク社，Folinタンパク試薬１/３希釈溶液）１mlを加
え40℃に20分間保持した。これを撹拌して波長660
nmで吸光度を測定し，その値を酵素活性とした。測
定は５回行い，その平均値を結果として示した。
第３節 タンパク質分解酵素活性の変化
熟成30日，60日，90日および120日目のチーズ
抽出液のタンパク質分解酵素活性を Fig.25に示し
た。これにより複合型チーズのゴーダ側では熟成30
日目から120日目までに至適 pHは，pH5.5付近か
ら pH6.5付近へと次第に移動して行くことが認め
られた。一方，チェダー側のそれは熟成30日目まで
は pH5.5付近に認められたが，熟成60日目から
120日目にかけて pH4.5付近と pH6.0付近の２
カ所に認められるようになった。コントロールの
ゴーダチーズと複合型チーズのゴーダ側を比較する
と，熟成90日目まではほぼ同様な酵素活性を示し
た。熟成120日目ではゴーダ側の至適 pHが pH6.5
付近に認められたが，pH4.0から pH7.0に至る緩
やかなピークであった。一方，コントロールのチェ
ダーチーズと複合型チーズのチェダー側の比較で
は，チェダー側の至適 pHは熟成 30日目では
pH5.5付近の１カ所で，チェダーチーズのそれと同
様であったが，熟成30日目以降ではチェダー側およ
びチェダーチーズのいずれも，至適 pHが２カ所に
認められた。この２カ所の至適 pHは，チェダー側で
は pH4.5付近と pH6.0付近であり，熟成期間中に
移動することがなかったが，チェダーチーズでは
pH5.0付近から pH5.5付近，pH6.0付近から
pH6.5付近へとそれぞれ移動した。
チーズ熟成中のタンパク質分解は，チーズ中に存
在する各種プロテアーゼによって行われるが，なか
でも乳，凝乳酵素および乳酸菌由来のプロテアーゼ
が重要であり，これらのプロテアーゼの研究が多く
報告されている???????。チーズ製造において凝乳酵
素として用いられるレンネットは，ごく一部がチー
ズ中に移行し???????，チーズ熟成を担う重要な役割
を果たしている???。また，乳由来の酵素としては，内
因性のミルクアルカリプロテアーゼ???およびミル
ク酸性プロテアーゼ32）がチーズ中に存在し，タン
パク質分解過程に関与することが報告されており，
なかでもプラスミンのチーズ熟成におよぼす影響の
大きいことは良く知られている???。一方，乳酸菌由来
の酵素はエキソペプチダーゼ活性が強く?????，エン
ドペプチダーゼ活性が弱い?????特徴を持っている。
１次分解過程に続くアミノ酸生成までの２次分解で
は，スターターからの乳酸菌由来の酵素の作用が主
な役割を果たしている。このことは，乳酸菌スター
ターの無添加および添加チーズの熟成中におけるタ
ンパク質分解を比較した実験で証明されてい
る???????。
今回使用した乳酸菌スターターは，CHR. HAN-
SENの４種混合菌 CH-normal-01である???。乳酸菌
の生産するタンパク質分解酵素の至適 pHは，Str.
lactisについて，Van der Zant and Nelson?????は
pH 6.5から pH 7.0，Baribo and Foster??は
pH7.0から pH7.5としている。また，Str.cremor-
isについて佐藤と中島???は pH6.0から pH7.0，今
村???は pH6.5から pH7.0付近にあるとしてい
る。これらの報告を勘案すると，Fig.25に示した複
合型チーズにおいて熟成120日目のゴーダ側および
チェダー側のチーズ抽出液が示す pH6.0および
pH6.5付近にあるピークは，乳酸菌のタンパク質分
解酵素によるものと考えられる。また，Baribo and
 
Foster??および Petersonら???のチェダーチーズ抽
出液の場合と同様に，複合型チーズのチェダー側お
よびコントロールのチェダーチーズ熟成120日目に
認められた pH4.5および pH5.5付近の２個の
ピークは，井越ら???が輸入チーズ中から見出した至
適 pH3.8から pH4.0の凝乳酵素由来のプロティ
ナーゼ，もしくは，同じく井越ら???が４カ月熟成の
チェダーチーズより見出した至適 pH3.8から
pH4.0の凝乳酵素および乳由来の酸性プロティ
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ナーゼによるものであるとも考えられる。しかし，
熟成120日目において，コントロールのゴーダチー
ズと複合型チーズのゴーダ側，ならびにコントロー
ルのチェダーチーズと複合型チーズのチェダー側を
それぞれ比較すると，複合型チーズの酵素活性はコ
ントロールチーズより弱く，多少異なった傾向を示
した。このことは，複合型チーズにおいてゴーダと
チェダーチーズとが重なり合い，互いに接触しつつ
熟成しているために，チーズ中の水分が熟成期間中
にゴーダ側とチェダー側との間を移動し合い，酵素
の作用環境が単独で製造したものとは相違した発酵
過程をたどるために生じたものと考えられる。
第４節 小 括
複合型チーズ熟成期間中において，レンネット，
乳および乳酸菌スターター由来の各種酵素が含まれ
るチーズ抽出液を調製し，各種 pHのカゼインに対
する作用を調べ，以下の結果を得た。
⑴ 複合型チーズのゴーダ側では熟成30日目から
120日目までに至適 pHは，pH 5.5付 近から
pH6.5付近へ移動した。一方，チェダー側のそれは
熟成30日目までは pH5.5付近に認められたが，熟
成60日目から120日目にかけては pH4.5付近お
よび pH6.0付近の２カ所に認められるようになっ
た。
⑵ 複合型チーズのチェダー側における２カ所の至
Fig.25. Proteolytic activity of cheese extracts from Gouda side and 
Cheddar side of the composite cheese and control Gouda and
 
Cheddar cheese.
Symbols are○,△,●,▲ for 30 days,60 days,90 days and 120
 
days of ripening, respectively. A:control Gouda. B:control
 
Cheddar. C:Gouda side. D:Cheddar side.
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適 pHは，pH4.5付近と pH6.0付近であり，熟成
期間中に移動することはなかったが，コントロール
のチェダーチーズでは pH5.0付近から pH5.5付
近へ，pH6.0付近から pH6.5付近へとそれぞれ移
動した。
⑶ 複合型チーズの酵素活性は，コントロールチー
ズと比較して顕著な差は認められないが，pH4.0か
ら pH7.0までの広い pH範囲で活性を示し，熟成
の進行に伴って徐々に高くなった。
第９章 各種試薬によるタンパク質の可溶化
第１節 緒 言
複合型チーズにおいては，α??－カゼインがβ－カ
ゼインよりも速く分解し，主に乳酸菌によって熟成
する硬質系チーズの特徴を備え，さらに，ゴーダお
よびチェダーチーズとは異なる組織構造を有し，複
数のエキソペプチダーゼが存在する可能性を前章ま
でに述べた。第９章では，この複合型チーズがどの
ようにして独特な組織を形成して行くのか，チーズ
構造上でのその要因を明らかにする目的の一環とし
て各種試薬，すなわち，塩類，還元剤および変性剤
による複合型チーズ熟成中のゴーダ側およびチェ
ダー側におけるタンパク質の溶解性について検討し
た???。
第２節 実 験 方 法
第１小節 試 料
実験に用いた複合型チーズのゴーダ側とチェダー
側，およびコントロールのゴーダ並びにチェダー
チーズは，第２章，第２節，第１小節および第２小
節に記載した方法により製造したものを使用した。
第２小節 試薬溶液の調製
タンパク質の溶解性??を調べるために用いた試薬
溶液は，５mM リン酸緩衝液（pH7.6）に最終濃度
として0.5Ｍ塩化ナトリウム，８M 尿素，0.5M チ
オシアン酸ナトリウムまたは0.2M ２－メルカプ
トエタノールのいずれかを加えて調製した。
第３小節 溶解性の測定
試料チーズ約10gを乳鉢で充分に磨砕した後，
0.1gを 量し，これに第２小節で調製した各種試
薬溶液10mlを加えてよく撹拌した。室温にて12時
間放置した後，再び撹拌を行い，6,400rpmで20分
間遠心分離することによって上澄液を得た。上澄液
中のタンパク質量は Bradfordの方法??に従って
595nmの吸光度を測定して求めた。検量線は牛血清
アルブミンを使用して作成した。タンパク質の溶解
性は，試料チーズのタンパク質含量に対する上澄液
中のタンパク質含量の百分率で表した。測定は５回
行い，その平均値を結果として示した。
第４小節 ポリアクリルアミドゲル電気泳動
ポリアクリルアミドゲル電気泳動は第３小節で調
製した上澄液を試料として，第４章，第２節，第２
小節に記載した SDS－PAGEの方法によって行っ
たが，実験系からは SDSを除外して実施した。
第３節 各種試薬による溶解性
塩類，還元剤および変性剤の各試薬溶液による熟
成中のタンパク質の溶解性について，コントロール
のゴーダおよびチェダーチーズと複合型チーズの
ゴーダ側およびチェダー側を Fig.26に示した。
その結果，尿素，２－メルカプトエタノール，チ
オシアン酸ナトリウムまたは塩化ナトリウムのいず
れを添加しても，熟成過程の全期間を通して全ての
チーズ中のタンパク質の溶解性はリン酸緩衝液より
高い値を示した。また，ゴーダチーズと複合型チー
ズのゴーダ側を比較すると，ゴーダチーズでは溶解
性の高い順に，塩化ナトリウム＞２－メルカプトエ
タノール＞尿素≒チオシアン酸ナトリウムであった
が，ゴーダ側では塩化ナトリウム＞尿素＞チオシア
ン酸ナトリウム＞２－メルカプトエタノールであっ
た。さらに，熟成過程において，ゴーダチーズとゴー
ダ側において尿素とチオシアン酸ナトリウム対する
溶解性は逆の場合もあるがほぼ同様な傾向を示し，
いずれも溶解性の低下が認められた。一方，チェダー
チーズと複合型チーズのチェダー側の溶解性を比較
した場合，チェダーチーズでは塩化ナトリウム＞チ
オシアン酸ナトリウム＞尿素≒２－メルカプトエタ
ノールの順であったが，尿素と２－メルカプトエタ
ノールに対しては熟成の進行に伴い溶解性が逆転す
る場合もあるがほぼ同様な傾向を示した。チェダー
側では塩化ナトリウム＞チオシアン酸ナトリウム＞
尿素＞２－メルカプトエタノールの順であった。ま
た，熟成120日目においてゴーダチーズの２－メル
カプトエタノールに対する溶解性は58.5％であり，
複合型チーズのゴーダ側では34.5％，チェダーチー
ズでは64.0％，複合型チーズのチェダー側では
31.5％を示した。このように各種試薬に対するタン
パク質の溶解性の挙動において，特に２－メルカプ
トエタノールに対する溶解性が著しい変化を示し
た。
今回使用した試薬の塩化ナトリウムは，静電的相
互作用を弱め，疎水的相互作用を強める作用をもっ
ている。チオシアン酸ナトリウムは，静電的相互作
用および疎水的相互作用を共に弱めるとされてい
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る。尿素は，水素結合および疎水的相互作用を共に
弱め，また，２－メルカプトエタノールはＳ－Ｓ結
合を切断する働きがあると報告されている?????。牛
乳中のタンパク質の80％から85％はカゼインであ
り，その約10％はκ－カゼインである。牛乳中には
多量のカルシウムが存在するが，κ－カゼイン以外
はカルシウムに対する感受性をもっている。また，
κ－カゼインはリン酸化を受けた残基が149番目の
セリンただひとつであり，カルシウムイオンとはほ
とんど結合せず，カルシウムイオン存在下でも可溶
性である。キモシンはκ－カゼインの105残基目の
フェニルアラニンと106残基目のメチオニンの結合
を特異的に加水分解する。この結果として生じた
106残基目以降のＣ末端側のマクロペプチドにはそ
の配列中に11個のカルボキシル基と糖鎖を含んで
おり，極性が高く溶解性も高い。一方，Ｎ末端側の
１から105残基目のパラ－κ－カゼインはカゼイン
ミセルに結合しており，pH6.6において正電荷を帯
び，疎水基を比較的多く含むため，水に不溶性であ
る。このようにキモシンが作用すると，カゼインミ
Fig.26. Protein solubility of Gouda side and Cheddar side of the compos 
ite cheese and control Gouda and Cheddar cheese preparations in
 
phosphate buffer (pH7.6)containing some chemicals.
Protein solubility was expressed as percent of the solubilized
 
protein to the total protein. A: control Gouda. B: control
 
Cheddar. C:Gouda side. D:Cheddar side. Symbols are×,○,
△,●, ▲ for phosphate buffer (P). P ＋ urea, P ＋ sodium
 
thiocyanate,P ＋ 2-mercaptoethanol and P ＋ sodium chloride,
respectively.
-
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セルの表面から親水性のマクロペプチドがはずれて
遊離することにより，疎水性度が増加する???ことが
知られている。
チーズ中のタンパク質は，カゼインがその大部分
を占めており，チーズの熟成過程において，カゼイ
ン分子は，主に疎水結合によるタンパク質分子間相
互作用により会合している???。今回使用した試薬の
全てが緩衝液だけのものと比較してチーズタンパク
質を溶解させる能力が高かったが，熟成の進行と共
に溶解度は低下する傾向を示した。また，各コント
ロールチーズと比較して複合型チーズのゴーダ側お
よびチェダー側において，各試薬に対する溶解性が
低い現象についての理由を示すことはできないが，
ただ，コントロールの両チーズと比較して複合型
チーズでは，尿素およびチオシアン酸ナトリウムの
溶解性が各コントロールチーズよりも低い傾向で
あったことから，タンパク質分子内もしくはタンパ
ク質分子間での静電的相互作用，疎水的相互作用お
よび水素結合の関与が弱いことが示唆され，また，
２－メルカプトエタノール添加時のタンパク質の溶
解性が低いことから，特にＳ－Ｓ結合の関与は弱い
ことが示唆された。
以上のことから，複合型チーズはコントロールの
両チーズに比べ，熟成中における全期間において，
タンパク質分子内またはタンパク質分子間での静電
的相互作用，疎水的相互作用，水素結合およびＳ－
Ｓ結合などの各種相互作用が弱く作用し，単独で製
造した各コントロールチーズと異なった組織構造が
形成されることが考えられる。
第４節 電気泳動的変化
各種試薬によるタンパク質の溶解性を調べた結
果，今回使用した各試薬に対する溶解性の相違が認
められた。これらの違いがカゼインのどの成分に影
響しているのかを明らかにする目的で，各種試薬中
タンパク質の可溶化が特に低かった２－メルカプト
エタノール存在下で抽出した試料について電気泳動
を行い，その結果を Fig.27および Fig.28に，また，
２－メルカプトエタノール非存在下で抽出した試料
の電気泳動図を Fig.29および Fig.30に示した。
コントロールチーズおよび複合型チーズのいずれ
においても，熟成の進行と共にα??－カゼインおよ
びβ－カゼインの分解が認められ，α??－カゼインは
β－カゼインよりも速く分解されることが認められ
た。また，２－メルカプトエタノールの存在および
非存在下における相違は認められなかった。
このことから，２－メルカプトエタノール添加時
に可溶化したタンパク質は，Ｓ－Ｓ結合の関与がな
いことが明らかになった。また，これらは第６章，
第３節において熟成中のタンパク質分解の挙動を
SDS－PAGEで調べた結果とほぼ同様な各カゼイ
ンの分解傾向であった。以上のことから，２－メル
カプトエタノール添加のリン酸緩衝液によって可溶
化した複合型チーズのタンパク質は，限定された成
Fig.27. Electrophoresis of cheese proteins solubilized with the buffer containing 
0.2M 2-mercaptoethanol.
Lane-1,raw milk;Lane-2～6,control Gouda ripened for 0,30,60,90 and
 
120 days;Lane-7～11,Gouda side of the composite cheese ripened for 0,
30,60,90 and 120 days.
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分に作用するものではないことが確認された。
第５節 小 括
複合型チーズが熟成中において，単独に製造した
チーズとどのように異なった味や風味を生成して行
くのか，チーズ構造上におけるその要因を明らかに
するための一環として，各種試薬に対するタンパク
質の溶解性について実験を行い，以下の結果を得た。
⑴ 塩化ナトリウム，尿素，チオシアン酸ナトリウ
ムまたは２－メルカプトエタノールを添加したリン
酸緩衝液に対するコントロールのゴーダおよびチェ
ダーチーズと，複合型チーズのゴーダ側およびチェ
ダー側の各種チーズ熟成中におけるタンパク質の溶
解性は，熟成前の試料では，いずれの試薬の場合も
Fig.28. Electrophoresis of cheese proteins solubilized with the buffer contain 
ing 0.2M 2-mercaptoethanol.
Lane-1,raw milk;Lane-2～6,control Cheddar ripened for 0,30,60,90
 
and 120 days; Lane-7～11, Cheddar side of the composite cheese
 
ripened for 0,30,60,90 and 120 days.
-
Fig.29 . Electrophoresis of cheese proteins solubilized with the buffer without 
2-mercaptoethanol.
Lane-1,raw milk;Lane-2～6,control Gouda ripened for 0,30,60,90 and
 
120 days;Lane-7～11,Gouda side of the composite cheese ripened for 0,30,
60,90 and 120 days.
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緩衝液だけのものに比べて高いことが認められた。
⑵ 複合型チーズのゴーダ側およびチェダー側は，
熟成の進行につれて各試薬に対する溶解性に変化が
見られ，特に２－メルカプトエタノール添加緩衝液
に対する溶解性の低下が顕著であった。
⑶ タンパク質の溶解性が特に低下した２－メルカ
プトエタノール添加時の試料について，ポリアクリ
ルアミドゲル電気泳動を行った結果，コントロール
のゴーダおよびチェダーチーズと比較した場合，複
合型チーズのゴーダ側とチェダー側は，共に熟成経
過に伴ってα??－カゼインの分解がβ－カゼインよ
り顕著であったが，２－メルカプトエタノール添加
によって特異的に可溶化したものではないことが確
認された。
第10章 物性変化の検討
第１節 緒 言
チーズは熟成期間中にタンパク質加水分解酵素を
はじめとする多くの酵素によってタンパク質が分解
され，最終的にはアミノ酸の形，あるいはさらに低
分子物質へと変化して行く。また，チーズは低温度，
高湿度に調整された特別な部屋で数カ月貯蔵され，
熟成させることによって化学的および物理的作用を
受けて変化し，チーズ組織の弾力性および強度は熟
成の進行と共に減少する????。このようなチーズ熟成
中の物性についての研究も数多く行われてい
る???????。
複合型チーズはゴーダとチェダーチーズを重ね合
わせて製造したチーズであり，この２種類のチーズ
接合面においてはミリングカードとミリングを行っ
ていないカードが接している。このようなチーズ接
合面では熟成中にどのような物性的変化が生じるの
かを調べる目的で，複合型チーズ熟成中のゴーダ側
とチェダー側接合面に対して引張試験の測定を行っ
た???。また，チーズ熟成中の切断試験???をレオメー
ターを使用して調べ，単独に製造したチーズとの物
性の差を検討した。
第２節 実 験 方 法
第１小節 試 料
実験に用いた複合型チーズのゴーダ側とチェダー
側，およびコントロールのゴーダ並びにチェダー
チーズは，第２章，第２節，第１小節および第２小
節に記載した方法により製造したものを使用した。
第２小節 一 般 分 析
一般分析の分析方法については，熟成120日目の
試料チーズを乳鉢で素早く粉砕した後，常法???に準
じて行った。それぞれの測定を５回行い，その平均
値を結果として示した。
第３小節 引張試験の測定
レオテック社製のレオメータ （ーRT-3005D）を用
いて測定した。コントロールのチェダーチーズは中
心部分が，また，複合型チーズではゴーダ側とチェ
ダー側の接合面が中央に来るようにして，レオメー
Fig.30. Electrophoresis of cheese proteins solubilized with the buffer without 
2-mercaptoethanol.
Lane-1,raw milk;Lane-2～6,control Cheddar ripened for 0,30,60,90
 
and 120 days; Lane-7～11, Cheddar side of the composite cheese
 
ripened for 0,30,60,90 and 120 days.
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ター専用アダプターの抜型No.17（Fig.31）にセッ
トした。試料チーズは厚さ３mmで抜き取ったもの
を引張試験に供した。なお，アダプターには，レオ
メーター専用の引張試験用アダプター（Fig.32）を
用い，速度30cm/min，スィープ速度30cm/minで
室温にて測定を行った。解析にはレオテック社製の
レオプロッタ （ーTR-801）を使用した。測定は３回
行い，その平均値を結果として示した。
第４小節 切 断 試 験
レオテック社製のレオメータ （ーRT-3005D）を用
いて切断試験における強度，切断強度および切断エ
ネルギーを測定した。コントロールとしてのゴーダ
およびチェダーチーズ，試験対象としての複合型
チーズのゴーダ側およびチェダー側のチーズの中心
部分を縦２cm，横３cm，高さ１cmに切断し，Fig.
33に示したレオメーター専用アダプターNo.30を
使用して室温で行った。測定条件はレンジ500g，
スィープ速度30cm/min，測定速度30cm/minで
行った。測定結果はレオテック社製のレオプロッ
タ （ーTR-801）を用いて解析した。測定は５回行い，
その平均値を結果として示した。
第３節 一般化学的成分組成
各チーズについて分析の結果，得られた一般成分
組成（平均値％）を Table5に示した。複合型チーズ
のゴーダ側が水分40.0％，タンパク質26.2％，脂肪
30.8％，灰分1.8％および乳糖1.2％であった。一方，
チェダー側では水分39.8％，タンパク質22.8％，脂
Fig.31. Mould for the strain test with Rheometer.
Fig.32. Strain device attached to the Rheometer. Fig.33. Cutting device attached to the Rheometer.
Table 5. Chemical composition of Gouda side and Cheddar side of the composite
 
cheese and control Gouda and Cheddar cheeses ripened for 120days.
composition  Gouda  Cheddar  Gouda side  Cheddar side
 
Moisture(g/100g) 39.5  39.1  40.0  39.8
 
Protein (g/100g) 26.8  23.0  26.2  22.8
 
Fat (g/100g) 30.6  34.8  30.8  34.5
 
Ash (g/100g) 1.8  1.9  1.8  1.8
 
Lactose(g/100g) 1.3  1.2  1.2  1.1
 
Maturity index (%) 27.0  28.0  23.0  24.0
 
NPN/TN (%) 20.7  22.5  18.5  21.3
 
pH  5.31  5.15  5.21  5.18
 
NPN:non-protein-nitrogen.TN:water soluble total-nitrogen.
Maturity index:(water soluble total-nitrogen/total-nitrogen)×100.
岡 崎 良 生30
肪34.5％，灰分1.8％および乳糖1.1％であった。こ
のように複合型チーズのゴーダ側とチェダー側の双
方共に，各コントロールチーズと比較して大差は認
められず，一般化学的成分組成の違いから物性分析
に与える影響はほとんどないものと考えられた。
第４節 接合面の物性変化
コントロールのチェダーチーズにおけるミリング
カード同士の接合面および複合型チーズのゴーダ側
とチェダー側との接合面について，熟成に伴う破断
応力，引張強度および硬さの変化を調べ，その結果
を Table6に示した。
複合型チーズの熟成120日目における破断応力は
65g，引張強度は150g/cm?，硬さは3502gであり，
いずれもコントロールチェダーチーズのそれらと比
較してやや高い値を示した。本結果は，複合型チー
ズのゴーダ側とチェダー側との接合力が，チェダー
チーズのミリングカード同士のそれよりも強いこと
を示している。また，60日以降では熟成日数の増加
に伴い各試験項目の値は，緩やかな増加傾向を示し
た。
チーズの熟成は，言い換えれば発酵である。牛乳
を主原料として発酵させ利用する食品にヨーグルト
があるが，湧口ら???????はヨーグルトの発酵速度が
発酵終了時のカードの大きさに，また，カードの大
きさはヨーグルトの粘弾性率に影響を及ぼすこと，
さらに，硬さや弾力性の物性が発酵速度と正の相関
関係を有していることを報告している。
チーズ熟成中におけるタンパク質の分解は，プロ
テオース→ペプトン→ペプチド→アミノ酸に変化す
る過程を経過するが，可溶性物質の生成に伴いチー
ズの風味は増大する。このようにチーズの組織と風
味の独自性は，タンパク質の分解によってもたらさ
れる????。一方，チェダーチーズの分解過程において
はチーズカードの弾力性と塑性が失われて行く????
ことが知られている。第４章，第４節において，複
合型チーズの熟成率が熟成日数60日目までに急速
に上昇したことをすでに述べた。タンパク質分解の
ひとつの指標であるこの水溶性窒素量の変化（Fig.
11）と本章の引張試験における物性変化（Table6）
とは見かけ上相関関係があり，このことが複合型
チーズの風味および組織を形成している一因である
ことが考えられるが，詳細については今後の検討課
題である。
第５節 切 断 試 験
複合型チーズの物性を調べるため，レオメーター
によって切断試験を行い，得られた結果を Table7
および Table8に示した。これらの測定結果に見ら
れる強度，切断強度および切断エネルギーの値は熟
成の進行と共に減少する傾向を示した。すなわち，
複合型チーズのゴーダ側の強度は256gから135g
へ，切断強度は32g/cm?から16g/cm?へ，切断エ
ネルギーは30213erg/cm?から12828erg/cm?へと
減少した。一方，チェダー側のそれらは357gから
141gへ，45g/cm?から17g/cm?へ，および32918
erg/cm?から13008erg/cm?へと減少した。チーズ
の熟成期間は各種チーズにより相違しており，チー
ズの食物特性は食用時の取扱い方法（切断，温度，
熟成期間，加熱および調理条件）などが賞味性に対
して影響を与える。これらの要因の中でも特に物性
は直接影響するものであり????????，Creamerら??は
Table 6. The strain test on the contact point of the surface of Gouda side and Cheddar
 
side of the composite cheese and on the body of control Cheddar cheese.
Cheddar cheese  Composite cheese Physical property  0  30  60  90  120(days) 0  30  60  90  120(days)
Rupture stress (g) 26  39  50  55  57  26  41  54  60  65
 
Tensile strength(g/cm?) 22  62  98  116  120  23  70  112  134  150
 
Hardness (g) 106  1530  2420  3020  3468  110  1690  2880  3260  3502
 
Table 7. Cutting test on Gouda side of the composite cheese and control Gouda cheese.
Control Gouda  Gouda side Physical property  0  30  60  90  120  0  30  60  90  120(days)
Hardness (g) 257  241  222  207  142  256  220? 211? 202  135?
Cutting strength (g/cm?) 32  29  27  23  17  32  27  25  22  16
 
Cutting energy(erg/cm?) 30503 28315 25654 18633 13067 30213 24567?19812?17755? 12828?
?:Difference(P＜0.05)in t-test
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チェダーチーズの分解過程において，チーズカード
の弾力性と塑性が次第に失われて行くことを報告し
た。本研究の結果は，これらの報告と同様に強度，
切断強度および切断エネルギーが減少し，一般的な
表現として柔らかくなる物性を示した。中澤ら???は
各種市販チーズの冷蔵保存温度および摂食時温度に
おける破断試験を行い，品種によっては必ずしも類
似した物性傾向を示さず，特に破断応力については
変動幅が大きいと報告している。それらの複雑性は
品種の相違による成分含量，酸度およびタンパク質
分解度などが主な要因となっていて，カゼインミセ
ルの大きさ，脂肪球粒径，ミセルのネットワーク，
カード粒径，酸の点在およびホールの存在などに影
響されるという。また，Grappinら???はタンパク質
が熟成中，様々な部分で開裂し，タンパク質ネット
ワークは元の構造の一部を失って，それがチーズの
レオロジー的性質を変えると報告した。チーズ熟成
中に認められるこれらの軟化の原因を調べるため
に，複合型チーズと各コントロールチーズとを比較
し，それらの測定結果についてｔ－検定を行った。
その結果，有意差（Ｐ＜0.05）を示したのは複合型
チーズのゴーダ側では熟成30，60および120日目に
おける強度，熟成30，60，90および120日目におけ
る切断エネルギーであった。一方，チェダー側では
熟成60，90および120日目における強度，熟成60，
90および120日目の切断強度，熟成90および120
日目の切断エネルギーであった。これらの物性の相
違は，第４章で述べた熟成中の pHおよび各形態窒
素量の変化の差，また，第６章で述べた組織構造の
違いによって，カード中のカゼインミセルネット
ワークに変化が生じたためと考えられる。
以上のことにより，レオメーターによる切断試験
によって複合型チーズのゴーダ側およびチェダー側
の双方において，熟成の進行と共に強度，切断強度
および切断エネルギーは減少し，特に熟成後半に各
コントロールと比較して有意差（Ｐ＜0.05）の生じ
ることが分かった。
第６節 小 括
複合型チーズにおけるゴーダ側とチェダー側の接
合面に関して物性測定と切断試験をレオメーターで
行い，以下の結果を得た。
⑴ 熟成60日目以降の複合型チーズの破断応力，引
張強度および硬さの値は，熟成日数の増加に伴い緩
やかな増加傾向を示した。
⑵ 熟成120日の複合型チーズの破断応力は65
g，引張強度は150g/cm?，硬さは3502gであり，こ
れらの値はチェダーチーズのそれらよりも高かっ
た。
⑶ 切断試験による強度，切断強度および切断エネ
ルギーは，熟成の進行と共に減少し，チーズは軟化
傾向を示した。
⑷ 複合型チーズと各コントロールチーズの測定値
を比較した結果，熟成60日目から120日目にかけて
大部分で有意差（Ｐ＜0.05）が認められた。
第11章 官能的評価について
チーズは主に牛および羊の乳汁に含有しているタ
ンパク質の性質を巧みに利用して製造されている。
一般的にチーズ製造方法はそのチーズの品種に固有
の製造工程を経て製品となる。したがって，熟成が
進行するのに伴いその品種特有な風味が形成され
る。
本実験用に試作した複合型チーズは，硬質系チー
ズにおける代表的な品種であるゴーダおよびチェ
ダーチーズを，混合することなく重ね合わせて熟成
させたチーズである。このチーズがどのような風味
の変化をしたのかを確認するために，以下のような
簡単な官能検査を行った?????。
複合型チーズを熟成30日目から120日目までの
30日毎に試料チーズとして２cm×８cm×１cmに
切断し，20代から40代の男女各10名のパネルを用
いて官能検査を行った。すなわち，一端がゴーダ側，
そして他端はチェダー側になるように複合型チーズ
を切断し，試食後，「両端で味の違いがわかります
か？」という質問を行った。「わかる」と回答したパ
ネルに対して，コントロールのゴーダおよびチェ
Table 8. Cutting test on Cheddar side of the composite cheese and control Cheddar cheese.
Control Cheddar  Cheddar side Physical property  0  30  60  90  120  0  30  60  90  120(days)
Hardness (g) 360  274  247  226  167  357  270  229? 203? 141?
Cutting strength (g/cm?) 45  34  30  28  20  45  34  28? 22? 17?
Cutting energy(erg/cm?) 33067 25706 22311 20524 12926 32918 25012 21993?17975? 13008
?:Difference(P＜0.05)in t-test
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ダーチーズを食した後，「ゴーダおよびチェダーチー
ズと思われる味の一端をそれぞれ示して下さい」と
いう質問を行い，以下の結果を得た。
複合型チーズの熟成90日目までは，両端の違いが
わかり，かつ，両端のいずれがそれぞれゴーダであ
り，チェダーチーズであると正解した回答が100％
であった。また，熟成120日目においては，両端の
違いがわかるという回答は90％であったが，違いを
判別できた回答者の全てが，両端をそれぞれゴーダ
とチェダーチーズであると正しく区別した。また，
同サイズのゴーダ側を１個とチェダー側を２個の計
３個の試料をひと組，ゴーダ側を２個とチェダー側
を１個の計３個の試料をひと組とした２つの組み合
わせの試料を使って，20代から40代の男女各15名
のパネルによる３点識別試験法により検定を行った
（Table9）。その結果，双方の組み合わせにおいて，
熟成90日目までは0.1％有意，また，熟成120日目
では５％有意でゴーダ側とチェダー側を識別した。
このことから，熟成90日目から120日目にかけて
徐々に複合型チーズの両端は，元の風味（各コント
ロールチーズ）とは違った風味が形成されているこ
とを意味している。また，熟成120日目の複合型チー
ズを美味しいチーズであると，コメントしたパネル
が多数であった。
これらの結果から，複合型チーズの両端では，熟
成120日目頃まではゴーダとチェダーチーズの風味
を維持しているが，一方ではこの熟成120日付近を
境としてゴーダおよびチェダーチーズとは相違した
新しい風味が形成されつつあることの可能性を示し
た。
第12章 総 括
本研究は，新しいタイプの硬質系チーズ製造技術
の確立に関するものである。チーズ製造技術は，長
い歴史と地域的な広がりを背景に完成されたもので
あり，その多くは伝統的な技術として今日に継承さ
れている。一般的に硬質系チーズ製造は，原料乳の
殺菌，冷却から始まり，乳酸菌および凝乳酵素の添
加，カードの切断，撹拌，加温，ホエー排除，予備
圧搾，本圧搾および加塩を経た後，さらに熟成とい
う一連の工程をたどることによって，それぞれの硬
質系チーズの特徴を表すことになる。そこで，本研
究では２種類の硬質系チーズを混合することなく重
ね合わせて熟成させた複合型チーズを製造すること
により，この２種類のチーズの特徴を有しながら，
今までにない新しい特徴を有する硬質系チーズを製
造することを目的とした。そのための２種類の硬質
系チーズを選定し，試作製造を行い，製造工程およ
び複合型チーズの特徴について追求した。その結果
を総括すると，次の通りである。
試作製造は一般的なゴーダチーズ製法に従ってホ
エー排除工程まで進めた。その後，チーズカードを
２等分し，一方をゴーダチーズ製法のバット内圧搾，
他方をチェダーチーズ製法のチェダリングへそれぞ
れ移行した。予備圧搾の終了したゴーダチーズ上に，
加塩の終了したミリングカードを載せて本圧搾を行
い，複合型のチーズを形成させた。その結果，原料
乳100kgから縦20cm，横30cm，高さ８cmの長方
形の複合型チーズが２個（１個4.5kg）できあがっ
た。これら一連の製造工程において，酸度および pH
の変化を測定したが，いずれの測定値においても異
常とは認められず，複合型チーズを形成させるため
の障害となる要因は見当たらなかった。そこで，こ
の複合型チーズを熟成させ，ゴーダチーズおよび
チェダーチーズそれぞれを通常の製法により製造し
たものを対照として比較分析を行った。
硬質系チーズは長時間の熟成が不可欠であり，熟
成期間中に様々な乳タンパク質の分解生成物が蓄積
して，チーズ特有の風味および組織が形成される。
そこで先ず，複合型チーズ熟成期間中の pH変化
（Fig.9）をコントロールチーズのゴーダおよびチェ
ダーチーズと比較すると，複合型チーズのゴーダ側
では低く，逆にチェダー側では高く推移したが，測
定値で0.1以内の変化であった。次に，全窒素量に
対する水溶性窒素量（Fig.10）と12％ TCA可溶性
窒素量（Fig.11）を同様に比較すると，複合型チー
ズのゴーダ側およびチェダー側共にコントロール
チーズより低く推移した。このことから複合型チー
ズの両側において，熟成が各コントロールチーズよ
りも遅れていると考えられる。さらに，Table?およ
び Table2の有機酸の変化をみると，複合型チーズ
の両側および各コントロールチーズ共に，基本的に
Table 9 . Triangle test on the composite cheese.
ripened  combination  panel (n) N
 
A,B,B  30  25???
30  A,A,B  30  25???
A,B,B  30  24???
60  A,A,B  30  23???
A,B,B  30  20???
90  A,A,B  30  21???
A,B,B  30  16?
120  A,A,B  30  16?
???:P＜0.001. ?:P＜0.05. N:number of people which sorted
 
out A and B. A:Gouda side of composite cheese.
B:Cheddar side of the composite cheese.
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はほぼ同様な有機酸量の変化を示した。しかし，複
合型チーズのゴーダ側では酢酸，オロット酸および
乳酸量の減少が顕著であり，プロピオン酸において
はコントロールチーズとは逆に減少傾向を示した。
チーズ中では熟成中に乳糖が加水分解され，ピルビ
ン酸を経由して乳酸へと変化し，さらに，プロピオ
ン酸および酢酸へと変化する系と，クエン酸からピ
ルビン酸の生成される系，グルコースから酢酸の生
成される系など，各種の熟成過程????を経る。このこ
とから，複合型チーズ熟成中に変化がみられたこれ
らの有機酸はチーズ熟成に関与し，そのためにチェ
ダーチーズの特性が複合型チーズのゴーダ側に影響
をおよぼすと考えられる。これは複合型チーズの
pHや各種形態窒素量においてコントロールチーズ
との間に差が認められた要因のひとつであるとも考
えられた。
複合型チーズは硬質系チーズであるゴーダおよび
チェダーチーズを重ね合わせて熟成させたものであ
る故，両チーズの特性を有していることは勿論であ
る。そこでチーズ熟成中のタンパク質分解を調べた
ところ，Fig.14から Fig.17に示したように，複合型
チーズはゴーダ側およびチェダー側のいずれにおい
てもα?－カゼインがβ－カゼインよりも速く分解
され，α??－カゼインがα??－?カゼインに変換さ
れ，かつ，低分子に分解されるという硬質系チーズ
の特徴を有していることを示した。前述の pHおよ
び各種形態窒素量，特に水溶性窒素量を電気泳動図
と比較すると，電気泳動図のバンドの濃淡から複合
型チーズのα?－カゼインは，コントロールチーズの
ゴーダおよびチェダーチーズのα?－カゼインより
も分解度が低いことや，低分子の分解程度が少ない
ことなどから，これらの結果は pHや水溶性窒素量
の変化と一致することが分かった。また，遊離アミ
ノ酸量の変化（Table3および Table4）の測定結果
において，熟成期間中の総遊離アミノ酸量変化およ
び複合型チーズの測定値が各コントロールチーズに
対して常に低いレベルにあるという現象からも複合
型チーズの熟成度合いがコントロールとは相違して
いることを示していると考えられる。
次いで，硬質系チーズの特徴を確認する一環とし
てチーズ構造上の変化，すなわち，120日目のチーズ
についてペプチドの分布を２次元電気泳動法によっ
て調べたところ（Fig.19から Fig.22），複合型チー
ズにはコントロールチーズにはない新しいスポット
が出現した。このことから，複合型チーズはコント
ロールチーズに比べて，ただ単に熟成が遅れている
だけであるとは言い難く，各種有機酸の変化からも
考えられたように，コントロールチーズとは異なる
系の発酵過程を経ることによって出現したスポット
であることが考えられる。
次に，複合型チーズにおいてどのような変化が生
じたのかを示すために，チーズ抽出液のタンパク質
分解酵素活性（Fig.25）を調べた。酵素活性の至適
pHは，複合型チーズのゴーダ側では熟成30日目か
ら120日目にかけて pH5.5付近から pH6.5付近
へと移動した。チェダー側では熟成60日目から120
日目にかけて，pH4.5付近と pH6.0付近の２カ所
にピークが認められ，広い pH範囲にわたるプロ
ティナーゼ活性と複数のエキソペプチダーゼの存在
を示唆した。また，各種試薬に対するタンパク質の
可溶化を調べた実験（Fig.26）では，ゴーダ側およ
びチェダー側において，特に２－メルカプトエタ
ノール添加溶液に対する溶解性が低下した。さらに，
複合型チーズの接合面に対して引張試験を行った。
Table6に示したように，熟成120日目の破断応力，
引張強度および硬さはコントロールのチェダーチー
ズのミリングカード同士のそれらよりも高い測定値
を示し，複合型チーズのゴーダ側とチェダー側の接
合面はチェダーチーズのミリングカード同士よりも
強く接合していることを示唆した。一方，切断試験
（Table7および Table8）を行ったところ，複合型
チーズは各コントロールチーズと比較して強度，切
断強度および切断エネルギーが熟成の進行と共に減
少した。このことは複合型チーズのカードが各コン
トロールチーズのそれよりも柔いことを示してい
る。上述の切断試験における結果は，Table5に示し
た一般化学的成分分析値には物性測定に影響を与え
る要因がないという推察を考え合わせると，複合型
チーズカード中での何らかの変化が影響しているた
めと考えられる。ではチーズカード中の何による影
響なのか？ 中澤ら???は，カゼインミセルの大き
さ，ミセルネットワークなどが物性に影響を与える
と報告し，また，Grappinら???によると，タンパク
質は熟成中色々なところで分解され，タンパク質
ネットワークは元の構造の１部を失って，それが
チーズのレオロジー的性質を変えるという。また，
De Jong???はソフトタイプのチーズにおけるタンパ
ク質分解とチーズの硬さとの関係を調べ，α??－カゼ
インがα??－?カゼインに変換されることはチーズ
の軟化と関係があることを明らかにした。これらの
ことから，複合型チーズにおいては，２次元電気泳
動法によって示された新しいスポットの出現や
α??－?カゼインへの分解から判断して，コントロー
ルチーズとは異なる新たな組織構造が生じたことに
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よって物性が変化したものと考えられる。
次に，複合型チーズはどのような風味を有してい
るのかを調べるために，官能検査（Table9）を行っ
た。その結果，複合型チーズは熟成90日頃まではそ
れぞれの部分が元の風味，すなわち，ゴーダおよび
チェダーチーズの風味を残していたが，熟成90日目
から120日目にかけては，ゴーダおよびチェダー
チーズとは相違した風味が形成されることが認めら
れた。また，チーズも食品である限り美味しくなけ
ればならないが，この点についての官能テストでは
熟成120日を経過した複合型チーズは美味しい風味
を有していると判定された。
本研究では硬質系の代表的チーズであるゴーダお
よびチェダーチーズの２種類を混合することなく重
ね合わせて複合体を形成させ，これを熟成させるこ
とによって，両チーズの特徴を残しつつ，新しい組
織や風味を有する新しいチーズを造る可能性を示し
た。今後さらに検討することによって，新しいチー
ズ製造法の確立と，従来とは異なる硬質系チーズ製
造法として実用化の可能性が十分期待されるもので
あると確信している。
要 約
２種類の硬質系チーズの特徴を有した新しい硬質
系チーズ製造を目的として，硬質系チーズのゴーダ
およびチェダーチーズを混合することなく，重ね合
わせた複合型チーズとして熟成を行った。複合型
チーズのゴーダ側およびチェダー側の特徴を探るた
め，コントロールとして製造したゴーダおよびチェ
ダーチーズと比較検討した。得られた結果を要約す
ると以下の通りである。
１)一連の製造工程中，複合型チーズにするための
製造方法において，特に大きな障害となる要素は認
められなかった。
２)熟成日数120日目における熟成率は，ゴーダ側
で約23％，チェダー側で約24％であった。全窒素量
に対する12％ TCA可溶性窒素量の割合は，ゴーダ
側で約18.5％，チェダー側で約21.3％であった。ま
た pHの変化は，熟成初期より次第に緩やかに上昇
し，熟成120日目において，ゴーダ側で5.21，チェ
ダー側で5.18であった。各種有機酸含量の変化で
は，ゴーダ側の酢酸，オロット酸，プロピオン酸お
よびチェダー側の乳酸が減少傾向を示した。
３)タンパク質分解は，α??－カゼインがβ－カゼイ
ンよりも速く分解するという硬質系チーズの特徴を
もつことが認められた。また，120日間熟成した試料
について２次元電気泳動を行い，各コントロール
チーズと比較した結果，ゴーダ側で２カ所，チェダー
側で１カ所に新しいスポットの形成が認められた。
４)遊離アミノ酸定量では，16種類のアミノ酸が検
出され，ロイシン，グルタミン酸，バリンおよびフェ
ニルアラニンは０日目から含有量が高く，熟成90日
目から120日目にかけてはゴーダ側のチロシン，
チェダー側のセリン，アラニン，メチオニンおよび
イソロイシンの含量が減少した。また，全期間を通
して総アミノ酸量は，ゴーダ側およびチェダー側共
に，各コントロールチーズより低い値で推移した。
５)ゴーダ側およびチェダー側チーズカード抽出液
のプロテアーゼ活性は pH4.0から pH7.0までの
広い範囲にわたって存在し，熟成の進行に伴い活性
が高くなった。そして，複数のエキソペプチダーゼ
の存在が示唆された。また，各種試薬を添加して熟
成中のタンパク質の溶解性を調べたところ，ゴーダ
側およびチェダー側のいずれも，２－メルカプトエ
タノール添加時の試料の溶解性が特に低下したこと
から，Ｓ－Ｓ結合の関与が弱いことが推察された。
６)熟成120日目の接合面の物性では，破断応力が
65g，硬さが3502g，引張強度が150g/cm?であり，
これらの値はチェダーチーズのそれらよりも高い値
であった。ゴーダ側およびチェダー側の切断試験で
は，強度，切断強度および切断エネルギーは熟成の
進行と共に減少し，軟化傾向を示した。また，熟成
60日目から120日目においては，各コントロール
チーズと比較してゴーダ側では強度と切断エネル
ギーが，チェダー側では強度，切断強度および切断
エネルギーが有意差（Ｐ＜0.05）を示した。
７)官能検査では熟成90日目から120日目にかけ
て，両側のそれぞれのチーズにおいて元の味と異
なった風味が形成されつつあることが推察された。
また，熟成120日目における味は，美味しいチーズ
であった。
以上，本論文では，通常のゴーダチーズ製造工程
の途中で得られたゴーダおよびチェダーチーズを，
熟成前に混合することなく重ね合わせて圧搾し，複
合型を形成させてからこれを熟成させることによっ
て，両チーズの特徴を残しつつ，従来のゴーダおよ
びチェダーチーズとは異なった組織や特徴ある風味
を有するチーズを製造する可能性を示した。
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Summary
 
Conditions for manufacturing a cheese product from two different kinds of cheeses (Gouda cheese and
 
Cheddar cheese)without mixing were studied. Initial process was done according to the traditional method
 
of Gouda cheese manufacturing. Subsequently,Gouda type(Gouda side)and Cheddar type(Cheddar side)
cheeses were prepared. By a milled curd of Cheddar type cheese was layered on the pre-pressed Gouda type
 
cheese,and then,pressed to bring a final composite cheese. The green composite cheese was ripened at 8℃
and 85% relative humidity.
The manufacturing process of the composite cheese was not obstructed all the period. At 120 days
 
ripening,the percentages of water soluble total-nitrogen against total-nitrogen in Gouda side and Cheddar
 
side were 23% and 24%, respectively, and those of 12% trichloroacetic acid soluble-nitrogen against
 
total-nitrogen in Gouda side and Cheddar side were 19% and 21%,respectively. pH was increased slowly
 
to 5.21 and 5.18 in Gouda side and Cheddar side,respectively after 120 days. Propionic acid,acetic acid,and
 
orotic acid of Gouda side and lactic acid of Cheddar side decreased significantly throughout the ripening
 
period. The level of decomposition of α?-casein was greater than that of β-casein in Gouda side and
 
Cheddar side of the composite cheese throughout the ripening and the levels were lower than the control
 
cheese (Gouda cheese and Cheddar cheese). Casein degradation was observed as that α??-casein to α??-I-
casein,and that some disruption ofβ-casein. Two-dimensional electrophoresis on the cheeses ripened for
 
120 days showed two spots at the Gouda side and one spot at the Cheddar side of the composite cheese.
Quantitative analysis on free amino acid revealed an appreciable amounts of leucine,glutamic acid,valine
 
and phenylalanine at initial ripening period and an increase during the ripening process. However, total
 
free amino acid concentration in the composite cheese was lower than that in each control cheese. The
 
optimum pH for protease activity of water extracts of the Gouda side ripened for 30～120 days increased
 
from 5.5 to 6.5. The optimum pH of that of the Cheddar side,were 4.5 and 6.0 at 60 days and 120 days,
respectively. An existence of exopeptidases was suggested. Protein-solubility of both side of the compos-
ite cheese and control cheese to phosphate buffer (pH 7.6)containing sodium chloride,sodium thiocyanate,
urea and 2-mercaptoethanol,during ripening of cheese was examined. Solubility to the buffer containing
 
different additives were higher than that to the buffer without additives. The level of solubility varied with
 
the period of ripening and depended on the kind of additives used. Protein solubility of the composite
 
cheese in a NaCl-added buffer solution was slightly lower than that of the control cheese,while the solubility
 
in the buffer containing 2-mercaptoethanol was much lower than that of the control cheese.
Physical properties were measured with the strain test and cutting test. The rupture stress,hardness and
 
tensile strength of the composite cheese at 120 days ripening were 65(g),3502(g)and 150(g/cm?),respective-
ly. These values were greater than those obtained from Cheddar cheese. All the cheese types in this study
 
showed an increase of softness as with decrease in hardness,cutting strength and cutting energy,along with
 
the ripening progress. An increase in the number of measured parameters was significant(P＜0.05)by t-test
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 between 60 and 120 days of ripening,thus the differences in physical properties between the composite cheese
 
and two types of control cheese were confirmed. The sensory evaluation showed that a flavor of the
 
composite cheese at 90 days ripening were kept in both taste and aroma of Gouda cheese or Cheddar cheese.
The composite cheese ripened for 90～120 days gradually lost in both typical taste and aroma of Gouda
 
cheese or Cheddar cheese and seemed to progressively create an original flavor.
Thse results suggested that the method described above was fruitful for making a new variety cheese of
 
hard type cheese.
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